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Notiz zur Chemie der Glycothionsdure aus dem Tendomucin. 
Von 
P. A. Levene. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der New-Yorker Staatskrankenhauser.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Mai 1903.) 


Meine Arbeit tiber die Chemie der Mucine mubte wegen 
meiner Abwesenheit von New-York fiir Jahre unterbrochen 
werden, und erst im vergangenen Winter hatte ich die Gelegen- 
heit, sie wieder aufzunehmen. Ich habe zwar auch jetzt nicht 
viel Fortschritte der Arbeit) gemacht, und nur die soeben 
erschienene sehr wichtige Arbeit von Orgler und Neuberg 
hat mich dazu bewogen, schon jetzt eimige von mir erzielte 
Resultate omitzuteien, hauptsichlich dieyenigen, welche es 
Wahrscheimlich machen, die Chondroitinschwefelsiiure und 
die Glucothionsiiure aus dem Tendomuein nicht indentisel sind, 

Oreler und Neubere niimlich geben an, dah die Chon- 
droitinschwefelsiure furfurolgebende Substanz in threm 
Molekiile enthalt. Die Saiure aus dem Mueimn gibt aber ber der 
Destillation eme meht unbetriichthehe Ausbeute an Furfurol, 

Die Glucothionséure aus dem Tendomucin wurde wie in 
meiner ersten Mittellung angegeben dargestellf, und zwar ganz 
biuretfrer ber der ersten) Féllung. Nur gelang es muir, die 
Substanz viel besser zu reimigen, indem ich sie aus einer 
sehr konzentrierten wisserigen Losung mit) Chlorbarvumlosung 
fiillte. Es bildete sich dabet ein Niederschlag, der Wasser 
lOslich. aber 50° oigem Alkohol unlOslich ist. Er kann des- 
wegen mit 50° oigem Alkohol chlorfrer gewaschen werden und 
enthidt dann auch kein im Molekiile gebundenes Chior. 

Die Analyse eimes solchen Salzes ergab die folgenden 
Zahlen: 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, NNXIX, 


oe 


3 P. A. Levene, 


¢ der Substanz gaben 0.1420 

0.1967 ¢ der Substanz gaben 0.2000 

0.3379 ¢ der Substanz gaben 8.2 cem Stickstoff bei p == 726 und 
19 

0.4575 ¢ der Substanz gaben 11.2 cem Stickstoff bet p = 726 und 

0.2520 ¢ der Substanz gaben beim Erhitzen mit Salzsiiure 0.0815 ¢ 
BaSO,, das Filtrat gab mit Chlorbaryumlésung noch 0.0075 BasQ,. 


¢ CO, und 0.0502 
e CO, und 0.0693 ¢ H,O. 


bi 


(refunden: Mittel Berechnet fiir: C,sH,,BaNso,, 
CG 27,61 und 27,72 27.66 31.06 
H 391 3,94 4.08 
N 2,70 2,89 2.80 1.93 
Ba 19.02 19.75 


Diese Zahlen wichen ziemlich von denen fiir das Baryum- 
salz der Chondroitinschwefelsiiure ab. 

Die nichste Aufgabe war, za untersuchen, ob die Glykuron- 
siiure tin Molekiile der Sdure nachgewiesen werden kann. 

kes wurde erst die Reaktion mit Orcin versucht. Sie tiel 
positiv aus. Berm: Destillieren mit) verdiinnter Salzsiiure gab 
das Destillat cine positive Reaktlon mit) salzsaurem Anilin. 

eimes  lufttrockenen Préaparates wurden dann 
nach Pollens mit Salzsiure vom spez. G. 1.06 destilliert. Das 
Phloroglucid, nach den Angaben von Tollens getrocknet und 
ereab 

¢ der Substanz gaben 0.0605 oder 24.71% 5 Asche. 

Die Substanz leferte also eine Menge Phloroglucid, die 
elwa Oo Glykuronsiure entsprach, oder etwa des orga- 
hischen Restes des analysierten Priiparates, 

war also nicht unwahrscheinlich, dab Gly kuronsiiure 
Molekile vorhanden war. und es wurde nun ein Versuch 
gemacht, die darzustellen. 
Die Substanz wurde nach den Angaben von Neubere mit 
zersetzt und genau nach den Angaben 
von Neuberg behandelt. Es egelang aber nicht. heibem 
Alkohol unlosliches p-Bromphenylosazon zu erhalten.  Dagegen 
bildete sich eine Substanz. die typische Aussehen eines 
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Notiz zur Chemie der Glycothionsiiure aus dem Tendomuein. ” 


Osazons besab, und die in heibem Alkohol loslich war. Die 
Ausbeute reichte aber zur Analyse nicht aus. 

Es wurde auch versucht, mit Schwefelsiiure verschiedener 
Konzentration und bei verschiedenem Druck die Spaltung aus- 
zutithren, aber das p-Bromphenylosazon der Glykuronsiiure lief 
sich micht darstellen. 

Weitere Untersuchungen tiber die Natur der Substanz 
sind im Gange. 


Literatur: 
Levene. Diese Zeitschrift, Band XXXI. 
Orgler und Neuberg, thidem. Band XXXVI. 
Sschmiedeberg, Arch. fiir exper. Path. und Pharmae., Band 
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Darstellung und Analyse einiger Nucleinsauren. 
(Vierte Mitteilung.) 


Von 
P. A. Levene. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der New-Yorker Staatskrankenhiuser.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Mai 1903.) 


Ber der Spaltung der Pankreasnucleimsiiure mit 25° oiger 
Schwefelsdure ist es bis jetzt gelungen, Pyrimidinbasen zu 
miimlich Thymin und das Cytosin. Letztere 
base wurde mur als Pierat untersucht.  Seit dem ist es aber 
Kossel und Steudel gelungen, aus Thymusnucleinsiiure und 
Spermonuclemsiure auch das Uracil darzustellen. Auch 
ber der Spaltung der Milznucleinsiure konnte dieser Korper 
vufvefinden werden. Es war von Wichtiekeit, die Nucleinsiiure 
der Pankreasdriise in derselben Richtunge zu untersuchen. Dies 
chien tm so mehr wiinschenswert, als das Verfahren zur 
Darstellung und Trennung dieser Substanzen noch vereinfacht 
wurde, 

Die Analyse der) Pankreasnucleinsiiure wurde nun aut 
folvende Weise ausgveftihrt. Die Spalttng ist wie) bisher mit 
siver Schwetfelsiiure im Autoklaven bei 175° bewirkt 
worden, Die Schwetel- und Phosphorsiture werden mit heibem, 
vesiittigtem Barytwasser entfernt, und das) Filtrat: und Wasch- 
wasser ber vermindertem Druck eingeenet, wober man_ fiir 
sorgfiltiges Auswaschen der Sorge tragen 
mul. ber 2estiindigem Stehen scheidet sich ein Niederschlag 
aus, der hauptsiichlich aus Thymin besteht. reine 
Thymin zu erhalten, wird der Niederschlag aus verdiinnter 
Schwefelsiiure umkrystallisiert. Das erhaltene Praparat hatte 
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Darstellung und Analyse einiger Nucleinsiiuren. 


das tvpische Aussehen des Thymins und ergab bei der Analyse 
die folgenden Zahlen: 


0.1500 ¢ der Substanz gaben 28.5 Stickstoff bei p == 76S und t? VC 


Berechnet fiir CSHN,O,: Gefunden: 
N 22,22 22,49 


Das Filtrat wurde mit Schwefelsiiure vom Barvt) befreit, 
dann mit einer gesiittigten PikrinsiurelOsung versetzt und tiber 
Nacht stehen gelassen. Es bildete sich daber em Niederschlag, 
der hauptsdichlich aus pikrinsaurem Cytosin bestand. Er wurde 
in heijem Wasser gelést, vom unléshchen Reste abtiltriert, 
und das Filtrat heib mit Schwefelsiture und Toluol zersetzt. 
Als die Pikrinsiiure fast vollstindig mit) Ather entfernt war, 
wurde die Losung in Vaeuo konzentriert, der Uberschul) dev 
schwefelsiure mit) Barvtwasser entfernt. das Filtrat) wieder 
eingeengt, und die Losung der Krystallisation itiberlassen. Es 
bildete sich dabei ein’ Niederschlag, der aus langen prisma- 
Nadeln bestand.  Beim  Eindunsten der Mutterlauge 
wurde ei zweiter Niederschlag erhalten, 

Die Niederschliige repriisentieren zwer Sulfate des 
Cytosins, das minder losliche ist) das basische Salz von der Zu- 
summensetzung + 2 und das andere ist 
dus schon frither beschriebene Salz 

Die Analyse des basischen Salzes ergab die folgenden 
Z7ahlen: 

O13513 der Substanz gaben ¢ CO, und 0.0592 H,0. 


¢ der Substanz gaben 35.0 ccm Stickstoff bei p= 767 und 


1370 ¢ der Substanz gaben 0.0585 ¢ Bash. 


Berechnet fiir - 2 (iefunden : 
449% 4.15" 
N 29.06% 5 
5.303% '0 DSS? 


Kin Teil des Sulfats wurde das Chloroplatinat tiber- 

O.1590 ¢ der Substanz gaben beim Glihen 0.0425 ¢ Pt 

Berechnet fiir 2(C,H,N,O)PtCl, - 2 HCI: Gefunden : 


Pt BO D6 


Ks lag also ohne Zweitel Cytosin= vor. 
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Aus der Mutterlauge des Cytosinpicrates wurde die Picrin- 
Sire mit Schwefelsiiure und Ather, und die Schwefelsiiure mit 
Baryvt entfernt. Das Filtrat gab dann mit Silber und Baryt 
einen Niederschlag, der ins gewohnlicher Weise vom Silber be- 
wurde. Das Filtrat wurde, wie in der vorigen Mitteilung 
angeveben, behandelt, und es entstand dabei ein Niederschlag, 
der das Aussehen des Uracils besab, und der bei der Analyse 
die folvenden Zahlen gab: 
O.1279 ¢ der Substanz gaben 26.75 cem Stickstoff ber p == 767 und 
Berechnet fiir Gefunden: 
25.05 235.200 
Zur Spaltung wurden etwa 150 der Nucleinsiiure ver- 
braucht und dabei entstanden: 
Thymin 50 
Cytosinpicrat 6,0 
Uracil 1.0 
Damit ist der Beweis erbracht, die Pankreasnuclein- 
aus denselben WKomponenten der Pyrimidin- und Purin- 
rethe besteht, wie die andere gegenwirtig analysierte Nuclein- 
tlerischer) Herkunft. Man darf aber nicht daraus mit 
Sicherheit folgern, dab alle Nucleinsiiuren identisch sind. 


Pyrimidenbasen der Hefenucleinsaure. 


Was die Hefenucleinsiiure betrifft, liegen nun die folgenden 
Angaben vor: 

Kosselund Neumann haben aus ihr eine kleine Menge 
einer Substanz isoliert, welche die Eigenschaften des Thymins 
besah. Fiir eine eingehende Analyse reichte aber die Substanz 
micht aus. Kossel veranlable dann Ascoli, den Korper weiter 
zu-untersuchen. Es gelang Ascoli, dabet das Uracil zu ent- 
decken. Auf Grund der Zahlen der Analyse nahm er an, dab 
die Base Thymin verunreinigt war. 

Auch bei der Spaltung der Nucleinsiiure des Weizenembryos 
vermibten Osborne und Harris das Thymin, und sie schlossen 
daraus, dab die pflanzlichen Nucleinsiiuren sich von den 
fierischen dadurch unterscheiden, dab die einen das Thymin, 


i 
SAE 
| 


Darstellung und Analyse einiger Nucleinsiiuren. 


die anderen das Uracil in ihrem Molekiile enthielten. Eine ein- 
echendere Nachforschung der Frage schien wiinschenswert. 

Die Hefenuclemsiiure wurde in derselben Weise, wie es in 
der zweiten Mitteilung angegeben ist, dargestellt, die Spaltung mit 
25° oliver Schwefelsiure ber 175°C. im Autoklaven ausgefiihrt, 
Zur Darstellung und Trennung der Pyrimidinbasen war das- 
selbe Verfahren wie ber der Pankreasnucleinsiiure benutzt. Es 
schied sich aber kein Thymin aus. Die Losung wurde deshalb 
bald mit Picrinsiiure behandelt und iiber Nacht stehen @elassen, 
Ks bildete sich dabetein Niederschlag. Aus der Mutterlauge schied 
sich beim Eindampfen bei vermindertem Druck ein zweiter Nieder- 
schlag aus. Die Picrate konnten leicht von der Pierinsiiure mit 
Schwefelsiiure, Toluol und Ather befreit werden, Der Eberschul 
der Schwefelsiure wurde mit) entfernt und das Filtrat 
eingedampft.  Beim Stehen  schieden sich lange prismatische 
Nadeln aus, die, aus Wasser umkrystallisiert, die) Zusammen- 
setzung des basischen Cytosinsulfats besaben. Die Substanz 
wurde im Toluolbad getrocknet. 

0.1565 ¢ der Substanz gaben 33.5 cem Stickstoff bei p= 768 und 


O.1470 der Substanz gaben 0.0595 ¢ BasO,. 


Berechnet fiir 4 (C,H,N,O) - H,SO, 2 Gefunden : 
N 29.06 %o 29.08 
S 9,03°%o 5,36 


Kin ‘Teil des Sulfats wurde in Losung gebracht, mit Baryt 
von Schwefelsiure quantitativ. befreit, und Filtrat bet vermin- 
dertem Druck eingedampft. Es schieden sich dabei Krystalle 
aus, die das Aussehen des Cytosins hatten und bei der Analyse 
die folgenden Zahlen gaben: 


0.1865 ¢ lufttrockener Substanzen verloren im Toluolbad getrocknet 


serechnet fiir 2H,0: Gefunden : 
H,O 24,49 °/o 23.46" 0 
Das Praparat schien also mit 2 Molekiilen Wasser zu 
krystallisieren. Die zur Analyse angewandte Menge war aber 
zu klein, es mit Sicherheit. schlieben: 


0.1020 ¢ der Substanz. im Toluolbad getrocknet, gaben 33,50 cem 


Stickstoff bei p == 767 und t® = 21,5. 
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Berechnet fiir Gefunden: 
N 37.9) 9 38.53 
Kin zweiter Teil des Sulfats wurde in das Platinat tiber- 


¢ der Substanz gaben 0.0425 ¢ Pt. 


Berechnet fiir 2 PtCl, - 2 HCI: Gefunden : 
Pt 30.79 


Die Losune der freien Base wie des Sulfats gaben mit 
einen ziegelroten Niederschlag. Die 
Mutterlauge des Cytosinpicrats wurde von der Picrinsiure und 
von der tiberschiissigen Schwefelsiture in tiblicher Weise befreit 
und ber vermindertem Druck eimgedampft, es schied sich dabei 
ein Niederschlag mit den Eigenschaften des Uracils aus: 

0.1425 ¢ der Substanz gaben bet p == 766 und t? = 20.59 C. 31,00 com 
Stickstoff iiber 50° Kalilauge), 

Berechnet fiir (refunden : 
N 29.05 

Daman micht mit Sicherheit schheben konnte, das 
Thyimin nicht in der Mutterlauge vom Uracil zuriickgeblieben 
war, so wurde sie mit Silber und Baryvt behandelt. ent- 
stand dabei ein eanz kleiner Niederschlag, aus welchem kein 
Thymin zi gewinnen war, 

waren etwa 150 der Nuclemsiiure verbraucht, und 


daber entstanden: 
Uracil g 
Cytosinprerat 
Man scheint also zur Annahme berechtigt, dal die Hefe- 
nuclemsiiure in ihrem Molekiile kein Thymin, aber auber Uracil 


auch Cytosin enthailt. 


Literatur: 
Ascolt. Diese Zeitschrift. Bd. ANNE. 
Kossel und Neumann, Ber. d. deutsch. ch. Ges., Bd. 2 
Kossel und Steudel. Diese Zeitschrift, Bd. 
Levene, ibid. Bd. 
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Der Abbau der Peptide im Organismus. 
Von 
Emil Abderhalden und Peter Bergell. 


(Aus dem I. chemischen Institute der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Mai 1905.) 


Der Abbau des einfachsten Dipeptids, des Glyeviglycins, 
erfolgt im Organismus des Pflanzenfressers tiber das Glycocoll. 


Experimenteller Teil. 


Zur Isolierung von Aminosiiuren aus Harn eignet sich 
als KReagens das £-Naphtalinsulfochlorid, welches mit den 
Aminosiiuren, Oxvaminosiuren und den Verbindungen yom 
Typus des Glyeylglycins sehwerldsliche, gut charakterisierte 
Verbindungen gibt.!) So wurde dasselbe von dem einen von 
uns bereits zur Diagnostik eines) Falles von Cystinurie an- 
vewendet.*) Die Reaktion erfolgt in der Weise, dah der 
Harn mit einer iitherischen Losung des Chlorids mit  Hilte 
einer Maschine geschiittelt wird, wobei die Reaktion schwach 
alkalisch gehalten wird. (1. ¢.) 

Normaler Menschen- und Kaninchenharn gibt beim An- 
siuern nach der Reaktion nur Triibung: auch bei lingerem 
Stehen in der Kiilte” erfolgt keine Krystallisation eines 
Naphtalinsulfons.  Unterwirft man Harne, denen Glycocoll 
oder Glyeylglvcin zugefiigt wurde, der Reaktion, so erhiilt: man 

') Emil Fischer und Peter Bergell, Uber die B-Naphtalinsulfo- 
derivate der Aminosiiuren, Ber. d. deutsch. chem. Gesellseh., Bd. 35, 


1902. 


“) KE. Abderhalden, Familiire Cystindiathese, Diese Zeitschrift, 
Bd. XXXVI, 1903, S. 557. 
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einen reichlichen Niederschlag, der bald zu Krystallen erstarrt, 
welche nach Art der Harnsiiure durch mitgerissenen Farbstoff 
rotlich erscheinen.  Enthielt der Harn iiber 1°/o der Siiure, 
~<o nihern sich die Ausbeuten denjenigen, die man bei An- 
wendung reiner Losungen erhiilt. Die Grenze der Leistungs- 
tiihigkeit der Methode scheint fiir Glycocoll bei einem Gehalt 
unter Q,25°'o0 zu liegen, wie folgende Versuche zeigen. O2 ¢ 
Glycoeoll wurden in 160 ccm Harn gelist. Erhalten: 0,2 ¢ 
vom) Schmelzpunkt 155° (unkorr.) == 
157,7° (korr.). O,8g salzsaures Glyeylglycin (-- 1 Mol. Krystall- 
wasser) wurden in eem Harn gelést. Erhalten 0,6 
vom Schmelzpunkt 176° (unkorr.) 
179,5° (korr.). Die Loslichkeit des B-Naphtalinsulfoglycins 
betriigt fiir Wasser von 20° 2670; des B-Naphtalinsulfoglycyl- 
glycins 1545. (1. ¢.) 

Nach wiederholter Einnahme von Glycocoll (bis 5 ¢) von 
i-Alanin (3g), Leuein (8 g), Phenylalanin (3g) konnten im 
Harn keine Aminosiiuren nachgewiesen werden. 

Einem Kaninchen wurden 3 g Glycocoll in 50 ecm 
Wasser subkutan injiziert. Es konnten aus dem Harn der 
niichsten 72 Stunden nur Spuren von B-Naphtalinsulfoglycin ge- 
wonnen werden. Nach einer zweiten Injektion von 2 g Glycocoll 
ergab der in den niichsten 16 Stunden erhaltene Harn dasselbe 
tesultat. 

Subkutan injiziertes Glycocoll wird somit im Kaninchen- 
organismus fast vollig verbrannt, oder event. in anderer Weise 
verwertet. 

Kin anderes Resultat ergab sich nach der Injektion von 
Glyeylglyein. 

2 g¢ salzsaures Glyeviglycin wurden mit Natriumbicarbonat 
neutralisiert, in 50 ecm Wasser subkutan injiziert. Der in 
den niichsten 24 Stunden entleerte Harn wurde der Naphtalin- 
sulfochloridreaktion unterworfen, und die abgetrennte wiisserige 
Schicht mit Tierkohle entfiirbt. Beim Ansiiuren mit Salzsiiure 
fiel ein weibes Ol, welches bei 12stiindigem Stehen im  Fis- 
schrank krystallisierte. Die wohlausgebildeten, rétlich gefarbten 
Krystalle wurden abgesaugt und aus sehr verdiinntem Alkoho! 


wat 
} 
: 


Der Abbau der Peptide im Organismus. It 


unter Verwendung von Tierkohle umkrvstallisiert. Beim Ab- 
kiihlen schieden sich mehrere Millimeter lange Nadeln ab von 
der Form des 8-Naphtalinsulfoglycins. Die bei 100° ge- 
trockneten Krystalle sinterten im KapillarrOhrchen erhitzt bei 
150°, und schmolzen bei 156° (unkorr.), korr. 159°. Der 
Schmelzpunkt wurde durch Zusatz von reinem $-Naphtalin- 
sulfoglycin nicht beeinflubt. Durch Vermengen mit reinem 
B-Naphtalinsulfoglyevglycin vom Schmelzpunkt 180—182° (korr. ) 
wurde der Schmelzpunkt auf 152° herabgedriickt. Es bildete 
sich bei 152° ein ziihes Ol, das erst bei 170—171° ganz klar 
wurde. Ein zweiter, mit 4 g salzsaurem Glycylglycin aus- 
gefiihrter Versuch fiihrte zu demselben Resultat. Die Ge- 
samtmenge der erhaltenen reinen Substanz aus beiden Ver- 
suchen betrug nicht tiber 0,5 g. 
Zur Analyse wurde bei 110° getrocknet. 


0.1852 ¢ Substanz ergaben 8,2 cem N (16%; 760 mm) 


O1386 ¢ > > 0.2752 g CO, 
O1386 > > 0,0030 HO 
C,,H,SO,—NH - CH, - COOH 
C ber. 54,3-4 %o cef, 54,15 %/o 
H » 415 4.24 %o 
N= 6528 >» 9,16 


Subkutan injiziertes Glyeylglycin wird somit im Kaninchen- 
organismus in Glycocoll tibergefiihrt, welches zum Teil der 
Verbrennung entgeht und im Harn nachweisbar ist. 
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Uber die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 


Von 
Fr. Kutscher und H. Steudel. 


Aus dem physiologischen Institut in Marburg.) 
Mitgeteilt von H. Steudel. 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Mai 1903.) 


Die Methode zur quantitativen Bestimmung des Stick- 
stolfs, die Johann Kjeldahl im Jahre 1883 in der Zeitschrift 
fiir analytische Chemie!) veroffentlicht hat, hat sich so rasch 
wie keine zweite, besonders den physiologisch-chemischen 
Laboratorien, eingebirgert. Kontrollanalysen, die gleich nach 
der Verolfentlichung Kjeldahls von Nachuntersuchern gemacht 
waren, hatten die Zuverlissigkeit der neuen Methode scheinbar 
eeniigend bewiesen und die wenigen einfachen Manipulationen, 
die zur Ausfiihrung einer Analyse notig waren, waren so leicht 
zu ternen und mit Sicherheit) zu beherrschen, dal die neue 
Stickstoffbestimmung sich besonders rasch zahlreiche Anhiinger 
erwarb. Mit geringen Modilikationen der urspriinglichen An- 
gaben WKyeldahls wird die Methode heute tiberall an- 
vewandt, wo oes gilt, rasch tlerischen oder pflanzlichen 
(Gieweben und Fliissigkeiten sich tiber die Menge des Stick- 
stoffs zu unterrichten. Ein besonderer Vorteil der Kjel- 
dahlschen Methode ist es weiter, dab man eine sehr grobe 
Anzahl Analysen neben einander machen kann, ein Vorteil, 
der besonders fiir die Erforschung des Stoffwechsels fruchtbar 
gewesen ist. Solange es sich nun nur darum handelte, in Ge- 
mengen heterogener, teilweise unbekannter Korper die Summe 


1, Zeitschr. f. anal. Chem., Bd. 22. 366. 
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des Stickstoffs zu finden, z. b. die Menge des Stickstoffs im 
Fleisch, Brot, Harn zu bestimmen, war die Methode Kyjel- 
dahls sicher am Platze: als man aber auch dazu tiberging, 
sie auf einzelne chemische Individuen zu tibertragen, und in 
der Praxis anfing, aus der Menge des gefundenen Stickstoffs 
in einem Niederschlage oder in einer Fliissigkeit die Menge 
irgend eines gesuchten Korpers theoretisch zu berechnen und 
diese Zahl weiteren Spekulationen zugrunde zu legen, mubte 
man sich doch fragen, ob wirklich jedesmal der bis heute 
noch nicht aufgekliirte Reaktionsmechanismus bei der Ver- 
aschung mit konzentrierter Schwefelsiure quantitativ.§ genug 
verlaufe, um aus der Menge des gebildeten Ammoniaks aut 
die Menge des in der Substanz enthaltenen Stickstolfs Riick- 
schliisse machen zu diirfen. 

Dab bei ganzen Gruppen von Korpern die Methode ver- 
sagte, war liingst bekannt, Nitro-, Cyan- ete. Verbindungen 
lieben sich nicht oder doch nur nach gewissen Vorbereitungen 
nach Kjeldahl analysieren. Diese Verbindungen kamen aber 
dem physiologischen Forscher nur selten die Hand, bei 
Stoffwechseluntersuchungen war ihr Vorkommen so gut wie 
ausgeschlossen; dagegen galt es siimtlichen  stiekstofi- 
haltigen Verbindungen, die physiologisch in Betracht kommen, 
fiir feststehend, dai sie quantitativ ihren Stickstoff bei der 
Veraschung nach Kjeldahl als Ammoniak abgeben, und wir 
haben in der iiuberst umfangreichen Stoffwechselliteratur, in 
der alle erdenklichen Fragen behandelt werden, keine einzige 
Arbeit gefunden, in der dieses Fundamentaldogma der modernen 
Stotfwechselmethodik auch nur einem leichten Zweifel begegnet 
wire. Inwieweit nun der Methode von Kjeldahl Zuverliissigkeit 
heizumessen sei, mogen folgende Beispiele zeigen: 

Wir wollten Kreatin, das wir gelegentlich ciner anderen 
Untersuchung aus Fleischextrakt gewonnen hatten, auf seine 
absolute Reinheit prifen und deshalb seinen Stickstoffgehalt 
nach Kjeldahl bestimmen, erhielten aber stets zu niedrige 
Werte, die sich auch nicht dnderten, als wir die Substanz 
zu wiederholten Malen aufs peinlichste und sauberste gereinigt 
und umkrystallisiert hatten. 
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Wir erhitzten die Substanz, O,15—0,2 g, mit 10 ccm 
konz. Schwefelsiiure und einem bohnengrofen Stiick CuSO, 
etwa 10 Minuten in einem Kolben aus Jenenser Glas zu 
d00 cem auf freiem Feuer zum lebhaften Sieden, lieben er- 
kalten, und nachdem wir mit einer Messerspitze Kalium- 
permanganat oxydiert hatten, erhitzten wir wieder bis zum 
Sieden und behandelten dann das Reaktionsgemisch in be- 
kannter Weise weiter. 

Die Analysen fiihrten zu folgenden Resultaten: Theo- 
retischer Prozentgehalt an Stickstoff im krystallwasserhaltigen 
Kreatin ist 28,25 °%/o. 


O1580 ¢ gaben 0.03766 g Stickstoff 23,84 N. Differenz: — 4,59 
0.2244 » > 0.05696 » » == 24.63 °/o » > — 3.60 
O1518 >» » 0,033874 » == 32,23 » > — 6,00 
» > » > » > — 0,92 
O1700 > » O,O4438 » > =: 26,10 %/o » > — 213 


Titration in dem aufgekochten und wieder erkalteten 
Destillat iinderte an den Resultaten nichts. 

Dah unsere Substanz trotzdem reines Kreatin war, 
konnten wir leicht durch eine Stickstoffbestimmung nach Dumas 
beweisen: hierbei lieferte das gleiche Priiparat folgende Werte: 
0.1378 g: 33,6 com N (t = 11°, p = 74,6 cm) = 28,65 °/o N. Differz. + 0,42 

Woher kam nun diese anscheinende Regellosigkeit in der 
Abspaltung des Stickstoffs ? 

Wir lieben zunichst die Oxydation mit Kaliumpermanganat 
fort, da wir bei der Veraschung des Kreatins nur eine schnell 
verschwindende leichte Briiunung beobachtet hatten und weil 
wir fuirchteten, dab wir durch energische Oxydation einen Teil 
des Ammoniaks verlieren konnten; Kjeldahl selbst hat aller- 
dings diese Befiirchtung schon in seiner ersten Publikation 
als grundlos nachgewiesen. 


0,1609 ¢ gaben 0.04452 ¢ N = 27,67 °/o. Differenz — 0,56 
O.1a84 » » 0.04326 » » = 27.31 > — 0,92 


Kbenso lieferte eine Veraschung ohne Kupfersulfat, bei 
der die Fliissigkeit) ebenfalls sich zu Anfang nur leicht ver- 
firbte und dann wasserklar blieb, zu wenig Ammoniak : 


00,1622 ¢ gaben 0.04452 ¢ N = 27,45 %. Differenz — 0,78 
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Dagegen schien es uns, als wenn die Menge des Kupfer- 
sulfats mit der Grobe des Stickstoffverlustes in einer gewissen 
Beziehung stiinde. und wir haben dann eine Keihe von Be- 
stimmungen mit wechselnden Mengen Kupfersulfat) gemacht : 
zuniichst lassen wir eine Analyse folgen, in der wir etwa die 
dreifache Menge CuSO, wie gewohnlich anwandten. 

0.1506 ¢ gaben 003682 g N = Differenz — 3,78 

Wie bei allen vorigen Analysen, so wurden auch hier 
die letzten Spuren Ammoniak nur iiuberst langsam abgegeben, 
in diesem Falle haben wir mit neuvorgelegter Siiure noch eine 
Viertelstunde weiter erhitzt, konnten aber in der Vorlage keine 
nachweisbare Menge Ammoniak nachweisen. Bei Zusatz von 
2g CuSO, zur Veraschungsfliissigkeit erhielten wir: 


0.1494 ¢ gaben 0,03836 g N = 25,67 °/o.  Differenz — 2,56 
O. 1408 » » 0,0365-4 > » = 29,95 9/0. > — 2.28 


Bei Zusatz von 5 g CuSO, lieferten: 
0.1560 004074 ¢ N = 26,12. Differenz — 2,11 

Unsere tibrigen Analysenresultate lassen wir in tabella- 
rischer Ubersicht folgen. Wir haben mit wechselnden, ge- 
wogenen Mengen Kupfersulfat verascht, haben teils eine Oxy- 
dation mit Kaliumpermanganat folgen lassen, teils nicht, und 
haben vor allem die Zeit des Kochens variiert, da uns die 
bald nach Beginn des Versuches klar gewordene Reaktions- 
liissigkeit nicht anzeigte, wie lange das Wochen  fortgesetzt 
werden sollte. Bei der Destillation des gebildeten Ammoniaks 
tibelriechende alkalisch reagierende Diimpfe iuberst 
lingsam iiber, so dab sie selbst noch nach 11 2stiindigem 
Destillleren nachweisbar waren. Ihre Menge war aber diuberst 
gering und lief sich, war die Hauptmenge des Ammoniaks 
einmal tibergegangen, quantitativ nicht bestimmen. 


Kreatin, verascht mit | | | 
10 com konz. H,SO, 5 Min. | renz +0 Min. renz 20 Min. renz 
Glne CuSO, ohne Pmg. [25,68 — 2,55)27,22 » — 1,01]28,02 — 0,21 
24,02 %/o — 3,21]27,67 — 0,56) — 
25,45 — 2,78]27,30 - — 
5.97 — 1,26 


4 
: 
| 
| 
@ te eye 
: 
4 
rig 
q 


16 Fr. Kutscher und H. Steudel, 
Kreatin, verascht mit Diffe- Ditfe- 
10 ccm konz. renz renz 


30 Min. 


60 Min. 


Ohne CuSO,, ohne Pmg.. . 


28,25 


+. 0,02 


27,71 


| — 0,52 


| 


— 
Kreatin, verascht mit Diffe- Diffe- 
10 com konz. H,SO, 20 Min. renz 95 Min. renz 
- 0,03 CuSO, ohne Pmg. . | 28,23°%0 | — 0,00 | 27,82 °%o | — 041 
| 
| 
Kreatin, verascht mit | Diffe- Diffe- Difte- 
10 com konz. renz renz renz 


20 Min. 


25 Min. 


30 Min, 


+ 0.5 CusO, ohne [27,42 °/o — O81 


| 


28,34 


j 


4. (0,11]27,55 9/0, — 0,68 


i Koch- om Koch- | 
20 Min. 25 Min. 
27 66 0 () 57 0 0 RY 
97.20% | — 103] — 
Koch- 
= Diffe- 
Verascht mit 10 com konz, HgSO, dauer 
renz 


20 Min. 


Ohne CusO,, nachfolgende Oxydation mit 1 g Pmg.. . 


O08 CusSO,, nachfolgende Oxydation mit 1 g 


5 


Ping. 


28,28" +.0,05 
20.86 — 7.37 
> 26,81 
> 26,33 


Die Tabelle zeigt ein buntes Durcheinander ganz gut 
stimmender Zahlen und der grébten Differenzen; wir wagen 
nicht. aus thr irgend welche bindenden Schliisse fiir die Teehnik 
der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl zu ziehen, glauben 


aber, dab man beim Kreatin 


mindestens 


20 Minuten) wird 


kochen miissen, um einigermafen richtige Werte zu bekommen, 
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aso noch viel langer, als nétig ist, um die Fliissigkeit zu ent- 
firben. Wir erwithnen gerade dies hier ausdriicklich, weil 
algemein geglaubt wird und wir noch kiirzlich in der Literatur 
die Angabe!) gefunden haben, dali man mit dem Kochen auf- 
horen diirfe, sobald die Fliissigkeit klar geworden sei. Auch 
der Zusatz von groferen Mengen CuSO, und die Oxydation 
mit viel Permanganat hat in unseren Fiillen einen  betriicht- 
lichen Stickstoffverlust verursacht. Wir haben Verlauf 
unserer weiteren Untersuchungen noch die) mannigfachsten 
Modifikationen des Kyjeldahlschen Vertahrens  gepriift, eine 
Konstanz der Stickstoffwerte haben wir aber niemals erreicht. 

Noch autfallendere Differenzen wie beim Kreatin haben 
wir beim Kreatinin erhalten. Hier blieb die KReaktions- 
liissigkeit in den meisten Fallen von Anfang bis zu Ende der 
Veraschung tiberhaupt vollkommen klar. Das gewoéhnliche 
Kreatinin verhilt sich also bei der Veraschung nach Kjeldahl 
wie das Isokreatinin, bei dem Thesen (Diese Zeitschr., Bd. 
XNIV, 5. 1) bereits die gleiche auffillige Beobachtung gemacht 
hat. Auch am Isokreatinin versagt nach Thesen die Kjel- 
dahlsche Methode. Kreatinin aus Fleisch, nach der tblichen 
Methode behandeli, leferte folgende Werte: 


0.1355 ¢ gaben 0.03976 g N == 29,35°o N. Ber.: 37,21, Diff.: — 7,86 
» » 0.04130 >» » = 30.96% » ‘ 6.25 
1370 » » 0.02898 » » == > — 16.06 


Wir haben dann, da moéglicherweise ja das Praparat nicht 
absolut rein war, das schwerlodsliche Pikrat dargestellt und dieses 
nach Reduktion der Pikrinsiiure mit Zink nach Kjeldahl analysiert. 

1840 ¢ gaben nach vorheriger Reduktion 0,03598 g N == 19,569 N 
Ber.: 24,969 0 » 
» > > > O.0253-4 » » == » 

Dal trotzdem das Préparat rein war, bewies uns eine 
\-Bestimmung nach Dumas: 

0.1400 ¢ gaben 29.8 com N (t = 14°, p= 74,6 em) = 24,6990 N, 

Als wir nun aus diesem reinen Kreatininpikrat Kreatinin 
darstellten, erhielten wir wieder: 

0.1240 g gaben 0,03472 g N = 28,00 Diff.: — 9,21. 


') Law, J. Soc. Chem. Ind. 21, 847. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXIX. 
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Unter Zusatz von K,SO, verascht: 

01300 ¢ gaben 0.04228 g N = 25,83°0N; Diff.: — 11,38. 
Dagegen lieferte auch hier eine Stickstoffbestimmung 

nach Dumas einen richtigen Wert: 

0.1194 ¢ gaben 38,8 ccm N (t = 14°, p = 74,4 cm) = 37,60° 0; Diff: + 0.39, 
Kreatininsulfat, nach Liebigs Vorscbrift) aus reinem 

Kreatin hergestellt, zeigte genau dasselbe Verhalten: 


Nach Dumas gaben: 0,1566 g: 36,0 cem N (t = 16°, p = 74,2 cm). 


Also N = 26,29°/o. Berechnet: N = 25,93 °/o. 
Nach Kjeldahl gaben: 0.2178 ¢ 0.05334 ¢ N = 24,4990 N; Diff.: —1.44 
>»  0,2052 » 0,05124> » = 24.97% —0,96 
> >» O,1874 > 0,04592 > >» = 245190 >» —1,42. 


Beim Kreatinin wird also die Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl noch viel weniger zu gebrauchen sein, wie beim 
Kreatin. 

Dali man selbst bei solchen Substanzen, die allgemein 
nach Kjeldahl verascht werden, zu schwankenden Zahlen 
kommt, moge folgende Zusammenstellung von Analysen der 
Harnsiiure (Kahlbaum) zeigen: 

Kine C- und H-Bestimmung in Priiparat  lieferte 
folgende Werte: 


0.1564 ¢ gaben 0.2058 g CO, und 0,0370 g H,O 


Ber.: C 35,7°0, H 2.4%. Gef.: C 35,9°/o, H 2,6%. 
Harnsiiure: Theoretischer N-Wert: x6 Diffe- 
33,39" 0 verascht mit 10 com HeSO, ~ penz 


: 33,87 + 0,4 
Ohne CusQ, 387 0,48 


33,39 


+- 0,03 g Cus0O, 


405 CuSO 34,06 + 0.67 


33.32 — 0,07 

| 33,79 — 0,40 

+ 2g CuSO, 
32.91 — 0.48 


: 
| 
33,24 | — 0,15 
DIG : 
The 
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Verascht mit 10 cem HeSOy, dann 


1 g Pmgt. in 2 Portionen zugesetzt, N 0) 
erhitzt bis zur Farblosigkeit ; renz 
32.03 — 1,36 


Ohne Zusatz von CusQ, 39 38 Lol 


32.78 — 061 
+ 0.03 g Cus0, 


32,31 | — 1.08 
33,09 | — 0,30 
+ 0.5 CuSO, 32.58 — O81 


32.91 | —- O48 


32,02. — 1.37 
32.08 | — 1.31 


2 Cus0o, 


‘ 


+ 5 g CuSO, und 0.38 KMnO, 7 33.88 + 0.49 


Also auch hier bewirkt ein reichlicher Zusatz von Kalium- 
permanganat einen bedeutenden Verlust an Stickstoff. 
Ahnlich liegen die Verhdltnisse beim Lysin, von dem 
schon Henderson!) angibt, dafi es sich nur schwer nach 
Kjeldahl veraschen lasse: 
Lysinpicrat lieferte uns folgende Werte: Berechnet ist 
18,67 °/o N. 
Nach Dumas: 0,1856 g gaben 30,8 ccm N (t = 15°, p = 74,4 em) = 19,12" 
Diff.: + 0,45. 
Nach Kjeldahl: 0.2079 g gaben 0,08584 ¢ N = 17,24’; Diff.: — 1.43 
> > 0.1634 > >» 0,02660 > >» = 16.28%: Diff.: —2.39. 
Nach Hendersons Angabe unter Zusatz von Phosphor- 
wolframsdure verascht: 
0.1270 g gaben 0,01428 g N = 11,24°/o; Diff.: — 7.43. 
Lysindichlorid nach Kjeldah|: 
0.1180 g gaben 6.01106 g N =9,37°/o. Ber.: 12.82% N. 
Eine gleichzeitige Chlorbestimmung zur Kontrolle der 
\einheit des Priiparates ergab folgendes: 
0.1480 g gaben O,1930 ¢ Ag Cl 
Ber.: Cl == 92,34°/o; Gef.: Cl = 32,24 %/o. 


Diese Zeitschr.. Bd. XXIX, 5S. 320. 
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Beim Histidin ist uns ebenfalls ein betriichtlicher Stick- 
stofiverlust aufgefallen, als wir es nach Kjeldahl veraschten: 
O.1847 Histidindichlor. sitt. 16,4¢¢em ' 10 N-Oxals, == 0,02296 g N 12,48°/0 N 
0.1526 » > > 142 > >»  =OO1988> »>=13.01%% > 

Das gleiche Priiparat gab bei der volumetr. N-Bestimmung: 
01775 g gaben 29,1 ccm N (t = 20°, p= 74.8 cm). Also N = 18,57°/o, 

Fiir Histidindichlorid berechnet N = 18,42 °/o. 

Uberblicken wir unsere Zahlen noch einmal, so ist das 
Ergebnis wenig erfreulich: die so bequeme Methode Kjeldahls 
hat sich beim Kreatin, Kreatinin, Lysin, Histidin, Korpern, 
die von hervorragender physiologischer Wichtigkeit sind, als 
hochst unzuverlassig erwiesen: die Reihe der Substanzen 
wiirde sich gewih noch bei einiger Geduld vermehren lassen. 
Ja selbst Substanzen wie die Harnsiiure, die leicht und voll- 
stiindig ihren Stickstoff als Ammoniak abgeben, liefern 
schwankende Zahlen, sobald man nicht das Optimum der Be- 
dingungen genau einhilt. Dabo man auch bei den von uns 
untersuchten Substanzen unter bestimmten Bedingungen einmal 
richtige Werte wird erlangen kénnen, wollen wir nicht be- 
streiten, es miiite nur eben erst fiir jeden einzelnen Korper 
im reinen Zustande dieses Optimum ermittelt werden. Wenn 
man aber solche Vorarbeiten noétig hat, wird die Methode 
ungecignet, uns rasch tiber quantitative Verhiiltnisse einzelner 
bestimmter Korper Fliissigkeiten und Niederschliigen Auf- 
schlub geben. Die Methode, einen Niederschlag er- 
zeugen und nun aus dem Stickstoffgehalt dieses Niederschlages 
nach Kjeldahl die Menge eines gesuchten Korpers zu be- 
rechnen, scheint uns nach unseren KResultaten nicht immer so 
ganz cinwand{rei zu sein. Wir begreifen jetzt, die Methode 
Kyjeldahls noch immer nicht in chemischen Laboratorien in 
crofem Mabstabe angewandt wird, so dal z. B. noch Gatter- 
mann in seiner ausgezeichneten” «Praxis des organischen 
Chemikers» 1) schreibt: «Die in wissenschaftlichen Laboratorien 
zur quantitativen Bestimmung des Stickstoffs fast ausschlieblich 
angewandte Methode ist die von Dumas». 


1 5, Auflage, Leipzig, Veit & Co., 1902, Seite 81. 
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Uber die Form, in der der Stickstoff in Verlust geht, 
haben wir gelegentlich einige Versuche gemacht, sind damit 
aber noch nicht zu einem entscheidenden Resultat: gekommen. 
Analog der Enstehung der Blausiiure bei der Oxydation des 
Lysins!) mittels Baryumpermanganat dachten wir ebentalls bet 
der Veraschung mit Schwefelsiiure an das Auftreten von Blau- 
siiure, es ist uns aber bisher nicht gelungen, sie einwandtrei 
nachzuweisen; andererseits kOnnte man mit Andrlik*) an 
die Entstehung von Aminen denken, die nur ganz langsam, 
zum Teil gar nicht durch das Kochen mit Schwefelsiiure ver- 
iindert werden. 


1; Zickgraf, Ber. d. deutsch chem. Ges., Bd. 35,8. 3401. In der 
Tat liefern auch nach unsern Versuchen Kreatin, Kreatinin und nach 
Herzog*) das Histidin bei der Oxydation mit) Baryumpermanganat 
Blausiure. 

2) Andrlik, Zeitschr. f. Zuckerind. Bohm., Bd. 26, 667. 

3) Diese Zeitschr.. Bd. XXXVIL S. 248. 
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Die Natur des Fibrinferments. 
Von 


C. A. Pekelharing und W. Huiskamp. 


Der Redaktion zugegangen am 24 Mai 1903.) 


Vor kurzer Zeit hat Hammarsten gegen die von uns 
verteidigte Meinung, dab sowohl das Nucleohiston als das 
andere Nucleoproteid des Thymusextraktes, mit Kalk verbunden, 
Fibrinferment bilden kénne, einige Einwiinde erhoben.!) «Die 
Tatsache, verschiedenartige Proteide als Fibrinferment 
wirken kOnnen,» sagt Hammarsten am SchluB seiner Be- 
merkungen, erkliirt sich auch nach meiner Ansicht ein- 
fachsten) durch die Annahme, dab kleine Mengen Thrombin 
oder Prothrombin mehreren Organen) sich vorfinden und 
von Proteiden — ebenso wie von Globulinen — bei ihrer 
Austiillung, mit medergerissen werden. » 

Dal es augenblicklich nicht modglich ist, die berechtigung 
dieser Auffassung — welche sich auch bei der Frage nach 
der Natur anderer Fermente immer wieder geltend macht — 
endgiiltig zu widerlegen, wird von uns vollkommen zugegeben. 
Dennoch glauben wir, dab die Griinde, welche dafiir sprechen, 
dali verschiedene Nucleoproteide selbst als Vorstufen von Fibrin- 
ferment zu betrachten seien, wichtiger sind als diejenigen, welche 
fiir die Meinung, das Ferment sei immer derselbe Stoff und in 
den von Eiweibstoffen nur als Beimischung vor- 
handen, anzuftihren) sind, 

Ks ist wohl bemerkenswert, dab es eben phosphorhaltige 
Proteide sind, welche, aus Blut, aus Organextrakten, oder auch 
aus Mich, gefillt, die Wirkung von Fibrinferment zeigen. Zwar 
besitzt auch aus Blutserum gefiilltes Globulin diese Wirkung, 


Ergebnisse der Physiologie, 1. Jahrg.. I, Biochemie 330. 
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Die Natur des Fibrinferments. 23 
dasselbe ist dann aber auch immer mit Nucleoproteid verunrei- 
nigt. Wird verdiinntes Blutserum mit) Essigsiure neutralisiert, 
bildet sich ein grober Niederschlag, hauptsiichlich von Glo- 
biulin. welcher eine viel schwiichere Fermentwirkung hat, als die 
viel kleinere, hauptsachlich aus Nucleoproteid bestehende Fitllung, 
welche durch nicht zu schwache Ansiiuerung des Serums mit 
Essigsiiure hervorgerufen wird. Ware das Ferment ein nur mit 
dem EiweiBniederschlag mitgerissener Stoff, so diirfte er- 
warten, dab der grébere Niederschlag auch mehr davon ent- 
halten wiirde. 

Die Moglichkeit, dab unter sich verschiedene Nucleoproteide 
dennoch die gleiche Fermentwirkung haben konnten, wird von 
Hammarsten zugegeben. Er bemerkt aber, dab «es sehr auf- 
wire, wenn so wesentlich verschiedene Stoffe als Fibrin- 
ferment wirken konnten». 

Als nicht weniger auffallend ist es aber, wie wir glauben, 
zu betrachten, daB nicht nur die beiden aus dem Thymusextrakt 
erhaltenen Nucleoproteide, sondern auch das aus dem Blutplasma 
bereitete Kalkverbindungen liefern, welche, ber Abwesenheit 
underer Salze, schwersten O,1°/o CaCl, enthaltenden 
Fliissigkeiten l6sheh sind und eben bei diesem Gehalt an Kalksalz 
am besten in Salz geléstes Fibrinogen zur Gerinnung bringen.?) 
Wenn man dafiir halt, das Zvmogen sei irgend eine unbekannte 
beimischung, so wiire man gezwungen, anzunelhmen, dal diese 
eben in demselben von Kalksalzen beeinfluBt wird als die 
Nucleoproteide, womit sie zufiilligerweise gemischt vorkomunt, 
Auferdem hiitte man anzunehmen, diese Beimischung von 
MgsO,?) und von BaCl,?) verhindert werden wiirde, mit) Kalk- 
sulzen Ferment zu bilden, eben dann, wenn diese Salze in 
geniigender Menge vorhanden sind, um dem Zustandekommen 
ciner Kalkverbindung der Nucleoproteide vorzubeugen. 

Kin anderer Einwand, welchen Hammarsten gegen unsere 
Auffassung erhebt, ist, dab in unseren Versuchen die Ferment- 
wirkung des Thymusextraktes viel zu gering war, um dieselbe 

Diese Zeitschr., Bd. XXXIBL, S. 187. 

*) Centralbl. f. Physiol, 1895, S. 108, 

Diese Zeitschr., Bd. XXXII, S. 195. 
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24 C. A. Pekelharing und W. Huiskamp, 
den darin enthaltenen Nieluoproteiden zuschreiben zu konnen, 
Hier liegt aber ein Mibverstiindnis vor. In den von Hammarsten 
Versuchen wurde bezweckt, den Gehalt an Kalksalz. 
ber welchem die Gerinnung am besten stattfand, zu bestimmen 
die Menge des Thymusextractes kam dabei nur insowelt in 
betracht, als sie in allen Versuchen eleich ero und, unter 
librivens giinstigen Verhiiltnissen, sicher geniigend seins mubte 
zur Hervorrufine der Gerinnung. Dab in diesen Versuchen die 
erst nach bis 2 Stunden vollstindig war, kann 
nicht als Beweis gelten, dab das textrakt 
War. Denn die Gerinnungsgeschwindigkert hiinet nicht 
nur von der Fermentmenge und von der Temperatur, sondern 
auch von verschiedenen, unbekannten, Nebenum- 
stiinden ab, von Beimischungen, welche die Fibrinausscheidune 
zu verzogern, oder sogar zu verhindern imstande sind. Wathr- 
scheintich spielen dabei auch die autolytischen Wirkungen eine 
Rolle. Nicht selten findet man, wenn im Plasma oder einer 
reinen Fibrinogenl6sung durch Zusatz von irgend einem Organ- 
extrakt oder von einer Caseinlésung Hilfe von Kalk) Cre- 
rinnune hervorgerufen wird, dab das ausgeschiedene Fibrin nach 
eiiger Zeit wieder gelost wird: bisweilen faingt sogar die Wieder- 
auflOsime schon an. ads sich noch nur eine sehr weiche Fibrin- 
vebildet hat. 


vallerte 

Withrend wir frither schon Ofters gesehen hatten, dali die 
Thymusproteide auch in sehr winzigen Mengen Gerinnung hervor- 
zurufen vermogen, haben wir jetzt, durch Hammarstens be- 
merkungen angereet, die Sache genauer untersucht, 

dD cem einer nach Hammarstens Methode aus Pferde- 
oder Rindsblut hergesteliten Fibrinogenl6sung wurde ccm 
emer Nucleoproteidiésung und Tropfen 10°/oiger CaCl,-Losung 
(6 mg CaCl) vermischt. Die Nucleoproteidiésung wurde  stufen- 
weise verdiinnt und dann wurde untersucht, ber welcher Ver- 
diimmung dieselbe noch imstande war, innerhalb etwa 12 Stunden 
Gerimnung hervorzuruaten, 

So wurden foleende Ergebnisse erhalten: 

Kine Ca-Nucleohistonldsung, hergestellt) durch Ver- 
mischen des Thymusextraktes mit CaCl, bis zu einem Gehal 
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you OF Abzentrifugieren des Niederschlages, Losen mit Hilte 
yon sehr wemg Ammontiak in Wasser, Wiederaustillen mit 
CaCl, und dann Auflosen in 3° olger Kochsalzlésung, verursachte 
noch vollstiindige Gerinnung, als cem derselben me feste 
Substanz (aschefrer) enthielt. Das Gerinnunesgemisch (6 ent- 
hiell also cem me Nucleohiston. 

2. Ca-Nucleoliston wurde durch O.3° Essigsiiure von 
Calcium befreit, zweimal mit) Wasser ausgewaschen und dann 
mit Hilfe von Ammoniak in Wasser gelOst. Die so erhaltene, 
neutrale, nahezu salztrere Nucleohistonl6sune enthielt in 25 com 
O.1779 Trockensubstunz. Von der zehnfach mit Wasser ver- 
diinnten Losung verursachte cem. also O.7 me Nucleohiston, 
noch vollstandige Gerinnung. des Gerinnungsgemisches 
kam also O42 me Nucleohiston, 

Nucleoproteid, aus Thymusextrakt nach Entfernung des 
eefillt, mit Wasser 


Nucleohistons mittels CaCl, mit Essigsiiure 
dann mit Ammoniak bis zu neutraler Reaktion 
in Wasser gelést. Die Losung enthielt 25 cem 
Trockensubstanz. t ¢em der bis auf das vierfache Volumen mit 
Wasser yverdiinnten Losung, O17 meg Nucleoproteid aut cem 
Gerinnungsgemisch entsprechend, rief noch nahezu vollstandige 
Germnune hervor, wahrend cem der fiintzigtach verdiinnten 
Losung, also mg Nucleoproteid auf com Gerinnungs- 
vemisch, noch die Entstehune eines, wenneleich weichen ho- 
avulums veranlabte. 

Natriumnucleohiston wurde in folgender Weise bereitet: 
Aus Thymusextrakt mittels CaCl, ausgefilltes Calciumnucleo- 
histon wurde in Wasser mit sehr wenig Ammoniak gelOst, 
hochmals mit CaCl, gefallt und Wasser verteilt. dieser 
Fliissigkeit wurde durch Kochsalzzusatz bis zu einem Gehialt 
von ein Niederschlag, in welchem das Nucleohiston groli- 
tenteils an Natrium gebunden war, hervorgerufen und in 3°/oiger 
NaCl Die Losung enthielt in 20 cem O1297 @ aschefreie 
Substanz. der zwanzigfach mit 3°oiger NaCl verdiinnter 
Losunge yverursachte vollstiindige Gerinnung., also bei einem 
Gehalt des Gerinnungsgemisches von 0,055 mg Nucleohiston 
auf cem. 
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5. Aus dem sub 4 erwithnten, von Nucleohiston befreiten 
Thymusextrakt wurde mittels Essigsiiure Nucleoproteid  bereitet. 
Der Niederschlag wurde mit) Wasser ausgewaschen und dann 
mit Hilfe von Natronlauge bis zur auberst schwachen alkalischen 
Reaktion ino Wasser aufgel6st. Der Losung wurde bis zu einem 
Gehalt yon 39,9 Kochsalz zugesetzt. In 20 com enthielt diese Losung 
O109% aschefreies Nucleoproteid. 1 com der zwanzigfach mit 
3° oiger NaCl verdiinnten Losung, also 0.046 mg Nucleoproteid 
auf cem Gerinnungsgemisch, rief vollstiindige Gerinnung hervor, 

Selbstverstiindlich wurde durch Kontrollversuche  festge- 
stellt, dai Zusatz von Chlorealciam allen die Fibrinogenlésung 
nicht zum Gerinnen brachte. 

Die von Hammarsten gebrauchten, sehr kraftig wirkenden 
enthielten 0.05) bis 0.0499 Trocken- 
substanz. Hier wurde die Fermentlésung zu gleichen Teilen mit 
der Fibrinogenl6sung vermischt, hier com des Gerinnungs- 
vemisches O15 bis O.2 mg trockenes Ferment enthielt. 

Dic Mengen der Thymusnucleoproteide, welche zam Hervor- 
rufen der Gerinnung erforderlich sind, sind also von derselben Ord- 
nung als die Mengen des aus Blutserum bereiteten Fibrinferments, 
welche Gerinnung veranlassen konnen. Sicher sind diese Mengen 
nicht so grob, dab man darin emen Grund finden konnte fiir 
die Annmahme, dai die Wirkung nicht auf den Nucleoproteiden 
selbst, sondern auf unbekannten Beimischungen beruhen. sollte. 
Auch spricht die Wirksamkeit des anderen, neben dem Nucleo- 
histon im Thymusextrakt vorhandenen Nucleoproteids gegen 
eine solche Annahme. Dieses Nucleoproteid wird ja erst) aus 
dem Extrakt ausgefallt, nachdem das Nucleohiston mittels CaCl, 
daraus entfernt worden ist. Wiire die Fermentwirkung an bein 
Ausfiillen der Proteide mitgerissene Stoffe gebunden, so miibte 
man erwarten, dab der zuerst gebildete Niederschlag, das Nucleo- 
histon, mehr davon enthalten wiirde als der zweite, welcher 
aus ciner von jenen Beimischungen schon teilweise befreiten 
Losung gefillt wird. Dennoch stellte es sich heraus, dab vom 
zwelten Nucleoproteid) zum Hervorrufen der Gerinnung nicht 
mehr notig war wie vom Nucleohiston. 


*) Diese Zeitschr., Bd. XXVIII, S. 100. 
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Die Natur des Fibrinferments. 2% 

Kine andere Tatsache, welche wohl schwerlich mit) der 
von Hammarsten bevorzugten Auffassung Einklang zu 
bringen ist, wollen wir noch hervorheben, die Fiihigkeit niimlich 
des Nucleohistons, auch dann mit Hilfe von Kalk Gerinnung zu 
verursachen, wenn es nicht in der gewohnlichen Weise, sondern 
mittels Elektrolvse ausgefiillt worden ist.4) In diesem Fall wird 


ja das Proteid in ionisiertem Zustand durch die Fliissigkeit ge- 


fiihrt und erst ausgefiillt, wenn es die Anode erreicht hat. Dann 
kann also von den beigemischten Stoffen nur soviel mitgerissen 
werden, als sich davon im U-Rohr in der unmittelbaren Niihe 
der Anode befindet. Man hatte also, wenn man erkliiren will, 
das Nucleohiston auch unter diesen Verhiiltnissen seine 
Fermentwirkung nicht verliert, die ganz unbegriindete Annalime 
zur Hilfe zu rufen, dab jene unbekannten Beimischungen auch 
als Anionen vom Strom mitgefiihrt werden sollten. 

Es gibt aber noch einen, unserer Meinung nach, wichtigeren 
Grund, welcher fiir die von uns verteidigte Auffassung spricht, 
Wenn das Ferment in irgend emer unbekannten Substanz zu 
suchen ist, welche von andersartigen Niederschliigen mechanisch 
mitgerissen wird, dann mul dieses Ferment die gleichen Eigen- 
<chaften besitzen, speziell auch bei der gleichen) Temperatur 
scine Wirksamkeit verlieren, emerlei, ob es nun mit dem einen 
oder mit dem anderen Nucleoproteid gemischt vorkommt. Wenn 
dagegen die Nucleoproteide selbst, mit) Hilfe von) Kalksalzen, 
das Ferment bilden, so ist zu erwarten, dab verschiedene Nucleo- 
proteide auch bei verschiedenen Temperaturen ihre Eigenschaft 
als Zymogen einbiiben werden. 

Friiher ist schon mitgeteilt worden,?) dab es dieser 
Hinsicht tatsiichlich einen Unterschied gibt. Es stellte sich heraus, 
daly das Nucleoproteid des Blutplasmas leichter durch Erhitzen 
der Fithigkeit, Ferment zu bilden, beraubt wird, als die 
aus Thymus und aus Testikeln erhaltenen Nucleoproteide und 
ils das Casein der Kuhmilch. Dagegen kann aber eingewendet 
werden, dab Fibrinferment verschiedener Herkunft nicht) immer 


') Diese Zeitschr.. Bd. XXXIV, S. 3d. 
*) Untersuchungen iiber das Fibrinferment. Kon. Akad. v. Wetensch. 
Amsterdam. 1892, 28. 
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dieselbe Substinz zu sein braucht, wenn man auch so 
erobe Unterschiede, wie zwischen verschiedenen Nucleoproteiden 
vefunden werden. nicht fiir wahrschemlreh halt, 

Nimmt man aber an, dab die verschiedenen Nucleoproteide 
desselben Thymusextraktes die Fahigkeit, Ferment zu bilden, 
mechanisch mitgerissenen Beimischungen verdanken, ist 
man auch wohl genotigt, dafiir zu halten, dali die dem einen 
Nucleoproteid anhaftenden Teilchen derselben Art sind, wie die- 
jenigven, welche aus demselben Extrakt von dem anderen 
Nucleoproteid mitgerissen worden sind. Mit) dieser Annahme 
ist nun folgende Beobachtung wohl kaum in’ Einklang zu 
bringen, 

Aus ‘Thymusextrakt wurde Nucleohiston mittels CaCl, ge- 
fillt, durch noch einmal wiederholte Fillung mit CaCl, gereinigt, 
in Wasser verteilt und durch WKochsalzzusatz bis zu einem 
Gehalt von 0.9%/o gefillt. Das so erhaltene Nucleohiston, weiches 
weitaus groften Teil an Natrium gebunden war, wurde 
Ino oliver Nochsalzl6sune aufeeldst. 

Aus dem mit der Zentrifuge von Ca-Nucleohiston befreiten 
Extrakt wurde mittels Essigsiiure das andere Nucleoproteid 
eefallt. Dasselbe wurde mit’ Wasser ausgewaschen, dann mil 
Ammonak bis za genau neutraler Reaktion Wasser gelos! 
und bis zu einem Gehalt von 8°/o mit WKochsalz versetzt. 

Von veder dieser Losungen verursachte 1 mit) ccm 
Mibrinceentssung und 6 mg CaCl, vermischt, vollstiindige Ge- 
rinnune. Ein Tei jeder Losung wurde 15 Minuten lang in dem- 
selben Wasserbad auf 54° C. erhitzt. Danach verursachte 1 ccm 
der Nucleohistonlésung Fibrinogen mit 6 mg CaCl, 
noch ebenso vollstiindige Gerinnung wie vor Erhitzung. 
withrend die Nucleoproteidl6sung jetzt) gar keine) Gerinnung 
hervorriet, 

Nach Erhitzung auf 60° 15 Minuten jang, und Ver- 
mnischung Fibrinogen und CaCl, in demselben Verhiltnis 
wie zuvor bildete sich ROhrehen mit Nucleohiston noc! 
ein weiches, durch Schiitteln: zu zerstiickelndes 
Rohrehen mit Nucleoproteid war, wie zu erwarten, Keine Spur 
vou Germnung zu beobachten. 
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Nach Erhitzung auf 80° C., 10 Minuten lang, hatten beide 
Losungen das Vermogen, Gerinnung zu veranlassen, verloren, 

Wiederholungen des Versuches mit den oben sub 4 und 5 
epwithnten Losungen, wober dafiir Sorge getragen war. dal) das 
Nucleohiston und das Nucleoproteid ungefiihr der gleichen 
Konzentration vorhanden waren, ergab dasselbe. 

Dieses Ergebnis scheint uns nicht wohl zu erkliren zu 
-ein. bei der Annahme, dab das Fibrinferment aus einem meeha- 
nisch mit den Proteidniederschliigen mitgerissenen Zymogen 
herstamme, vollkommen in Ubereinstimmung aber mit der Auf- 
fassung, dab die Fermentwirkung in dem eigentiimlichen Bau 
dev Nucleoproteide ihren Grund hat. 

In der soeben citierten Arbeit) ist) erwiithnt. dat «auch 
die Wirksamkeit) des) Nucleoalbumins!) aus Thymus verloren 
eeht, wenn es emige Zeit hindurch (10 Minuten) auf 60° er- 
hitzt wird». Dieser befund ist mit dem jetzt beschriebenen nicht 
in Widersprach. Das Gemisch von Proteiden, damals Nucleo- 
genannt, das Wooldridgesche «Gewebstibrinogen 
wurde aus dem ‘Thymusextrakt durch Fiillen mit) Essigsiure 
und Losen des Niederschlages O.6°%/oiger omit Hilfe 
von ein wenig Soda bereitet.2) Die fillrierte Losune enthiit 
dann, wie wir jetzt wissen, nur wenig Nucleohiston, sondern 
hauptsachlich das andere Nucleoproteid. Dieses wird, wie aus 
dem jetzt mitgeteilten Versuch hervorgeht, schon durch Er- 
hitzung aufot?C. unwirksam. Die geringe Menge des in jener 
Losung vorhandenen Nucleohistons, welches durch Erhitzune 
wahrend 15 Minuten zwar nicht vollig zerstort. aber 
doch seimer Wirksamkeit) sehr geschiidiet wird. konnte in 
jenen Versuchen wohl kaum mehr Betracht kommen, 

Fir die Erforschung des Einflusses der Erhitzune wurde 
Na-Nucleohiston gebraucht, und nicht Ca-Nucleohiston, da letz- 
leres, In WKochsalz gelOst, schon bei Kérpertemperatur allmiihlich 
verdundert wird und eine unlosliche Modifikation tibergeht. 


', Die betreffende Arbeit wurde geschrieben. bevor Hammarsten 
die Unterscheidung zwischen Nucleoproteiden und  Nueleoalbuminen 


nfuiihrte, 


Virchows Festschrift. 1891. 1 S. 455. 
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Kine einigermafen scharfe Bestimmung der Gerinnungs- 
temperatur der Thymusnucleoproteide war uns nicht modglich, 
weil beim Erhitzen eine. flockige Ausscheidung nicht nur von 
der Geschwindigkeit und dem Grad der Temperaturerhohung 
und von dem Salzgehalt der Losung abhangt, sondern auch 
von der Natur der in der Loésung vorhandenen Salze. Dab 
aber die Thymusnucleoproteide in der Widerstandsfihigkeit gegen 
Erhitzen unter sich verschieden sind, ist wohl nicht be- 
zweifeln, 

Nach dem Angefiihrten glauben wir also datiirhalten zu 
diirfen, dab die) Thymusnucleoproteide und gleichfalls das 
aus Blutplasma erhaltene selbst das Zymogen darstellen, aus 
welchem mit Hilfe von Kalksalzen das Fibrinferment entsteht. 
Wiihrend alle tatsiichlichen Beobachtungen, soweit wir sehen 
kOnnen, mit dieser Auffassung im Einklang sind, ist man ge- 
zwungen, mehrere neue, ausschlieblich zu diesem Zweck er- 
sonnene und nicht von Beobachtungen gestiitzte Hypothesen 
thilfe zu nehmen, wenn man die Fermentwirkung einem 
unbekannten, zufiillig mit diesen Proteiden) gemischten  Stotf 
zuschreiben will. 

Ixt unsere Auffassung richtig, so liegt die Annahme aut 
der Hand, daB auch die aus anderen Organextrakten und aus 
Milch erhaltenen P-haltigen EKiweibstoffe, deren) Fahigkeit, mit 
Kalk Fibrinogen) gerinnen zu machen, bekannt ist, als Pro- 
thrombine zu betrachten seien. Die Kenntnis des Einflusses 
dieser Stoffe auf die Gerinnung ist aber noch zu liickenhaft, 
dali es gestattet wiire, dariiber anders als vermutungsweise zu 
sprechen, 

Dal die Wirkung des Enzyms nicht, wie friiher von einem 
von uns angenommen wurde, in einer Ubertragung von Kalk 
besteht, infolge dessen sich das Fibrin als eine Kalkverbindung 
ausscheiden wiirde, ist von Hammarsten nachgewiesen und 
vom Autor der Hypothese nach eigener Priifung vollkommen 
zugegeben worden. !) 


Proce. Kon. Akad. v. Wetensch., Amsterdam, 24. Nov. 1900. 
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Uber die fermentative Zersetzung der Thymonucleinsdure 


durch Schimmelpilze. 
Von 
Leonid Iwanoff. 


‘Aus dem botanischen Institut zu Leipzig 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Mai 1903) 


Die schon lange bekannte Bestiindigkeit der Nucleine gegen 
die Pepsinwirkung und das vorherrschende Vorhandensein dieser 
Stoffe in den an Formelementen reichen Zellkernen haben zu 
der Voraussetzung gefiihrt, sie in die Zusammensetzung 
des lebendigen Geriistes eingehen, dessen Mitte die ver- 
schiedenen Zersetzungen. verlaufen. 

Solcher Ansicht gemii} unterliegen die Nucleinstoffe der 
Zersetzung in der lebenden Zelle nicht und zum Beispiel beim 
Hungern miissen sie relativ zunehmen. 

Aber schon lange sind Tatsachen bekannt, welche gegen 
eine solche Vorstellung sprechen. Bei allen Versuchen mit Selbst- 
verdauung!) bemerkten die Autoren das Erscheinen oder die Ver- 
mehrung der Nucleinbasen oder der anorganischen Phosphorsiiure. 

Die vitale Zersetzung der Nucleoproteide bei der Keimung 
der Samen beobachteten Salomon und Schulze.) welche 
die Erscheinung der freien Nucleinbasen daber feststellten, 

Viele Beobachtungen in der Tierphysiologie beweisen, dah 
nucleinreiche Nahrung eine vermehrte Ausscheidung der Harn- 
purine zur Folge hat und dab wahrscheinlich eine Menge von 
Harnpurinen aus Prozessen stammen, die von der zugefiihrten 
Nahrung unabhiingig sind.3) 


1) Die Literatur iiher Selbstverdauung der Hefe s. Kutsecher, 
Diese Zeitschr., Bd. XXX. S. 59. 

*) Salomon, Du Bois’ Archiv I8S81. S. 166, 361. Sehulze und 
Barbieri, Journ. f. prakt. Chem.. N. Bd. 87,8. 358. Die Literatur iiber 
Vorkommen von freien Xanthinbasen in Pflanzen bei Schulze und Bof- 
hard, Diese Zeitschr.. Bd. IX. S. 437. 

3) S.Burianu. Schur, Arch. f.d.ges. Phys., Bd.80, p.241. Bd. 87, p.239. 
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In vorigem Jahre?!) verfolgte ich die Veranderungen des 
Kiweiiphosphors ber der Keimung von Vicia und fand gerade 
die verbreitete Ansicht, dal die EiweiBstoffe immer mehr 
und mehr ihren Phosphor verlieren und um dieses Element 
armer werden,?) 

Die schnell verlaufende Zersetzung zwang nicht nur ein- 
inal die verschiedenen Autoren, vorauszusetzen, dali der Orga- 
nisinus solchen Reaktion das Enzym benutzt. 

Z7uerst wurden natiirlich die schon bekannten proteo- 
Ivtischen Enzyme: Pepsin, Trypsin, Erepsin untersucht, 

Cher die Verdaulichkeit der Nucleinsiiure durch Trypsin 
finden wir Angaben in’ den Arbeiten von Popoff, Milroy, 
Cimber, Der erste) Forscher hat gefunden, 
das Thymusnuclein unter der) Einwirkung des) Trypsins sich 
auflost, aber der Phosphor verbleibt in organischer Verbindung 
und anorganischer Phosphor erscheint nur in geringer Menge. 
Milroy zeigte an kiinsthchen und natiirlichen Nucleinen, dab 
Trypsin einen Teil des Phosphors als Phosphorsiiure abspaltet, 
aber dah deren Menge (von 6—47°%o des Losung iiber- 


 Berehte d. deutsch. bot. Gesellseh., Bd. 20. S. 366. 

*) Lukianoff, (Arch. des scienc. biolog. T. VI, p. 1.2. T. VIE. p. 168) 
heobachtete die Abnahme der Gréofe der Kerne betm Hungern um 40°) 
und Nemser (Arch. d. serene. biolog. T. VII, p. 221) zeigte, das 
Hlungern die absolute Abnahme des Nuclein-P. in verschiedenen Tier- 
organen verursacht. S. auch A. Kossel, Diese Zeitsehr., Bd. VIS. 7. 

Dal’ ZaleBki (Ber. d. deutsch. bot. Gesellseh.. Ba. 20, S. 426.) 
keine Abnahme des Enweifphosphors ber der Keimung des Lupinus angusti- 
folius beobachtete, wird einfach damit erklirt. der Autor nur die 
letzten (vom LO. Tage) Stadien untersuchte, als der Stoffzerfall schon 
fast aufgehdort hatte. (S. Merlis, Landw. Vers.-Stat.. B. S. 419.) 
Dal’ die Zersetzung wiihrend der versiiumten Zeit sehr stark war, kann 
man aus der geringen Menge auf 300 Pflanzen oder 12—15 
Trockensubstanz) der gebliebenen Eiweifphosphorsiéiure schliefen. Da der 
Kiweifstickstoffgehalt zu dieser Zeit 1.4—2%o0 betrug, so kann man sicher 
saven, dal die Eiweifstoffe der Axenorgane nur minimalste Mengen Nucleine 
wahrscheinlich nur in den Knospen) enthalten. 

*) Popoff, Diese Zeitschr., Bd. XIV, S. 524, Milroy, Diese Zeitschr., 
Bd. XXU, 8S. 307, Umber, Zeitschr. f. klin. Medizin, Bd. 43, 1901, S. 281, 
Araki, Diese Zeitschr.. Bd. XXXVIUP 1903, S. 84. 
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gegangenen Gesamtphosphors) verschiedenen Nucleinprapa- 
raten sich verandert und die Menge tiberhaupt nicht grob ist. 

Uinber hat gefunden, dai das Pankreasnucleoproteid bis 
auf verschwindende Reste sowohl von Pepsin wie von der 
Trypsinverdauung gelost- wird und daher die iltere Vorstellung, 
dai die Kerneiweibe der Pepsinverdauung gegentiber resistent 
selen, beweiskraftiige Widerlegung gefunden. 

Araki hat gezeigt, dab das Trypsin und das Erepsin die 
eelatindse Nucleinsiiure in eine lOsliche Verbindung, ohne  tief 
zu zersetzen, tiberfiihren konnen. 

Auf solche Weise konnen. sich die Nucleoproteide uniter 
dem EinflubB des Ferments terischen Ursprungs vollstiindig auf- 
lisen. Aber die Zerspaltung der Nucleinsiure ist za unbedeu- 
tend, um im Pepsin oder Trypsin ein Ferment nicht nur fiir 
Kiweil-, sondern auch fiir Nucleinzersetzung zu sehen, 

Daher mub man voraussetzen, dali im Zersetzungsprozesse 
der Nucleinsiiture ein sich solcher Reaktion speziell anpassendes 
Ferment teinimmt. 

Zu meinen Versuchen wihlte ich die Schimmelpilze, welche 
hesonders geeignet sind, verschiedene Fermente fiir die Zer- 
~etzung des ihnen gegebenen Substrats zu erzeugen. Die Nu- 
cleinsiiure, welche ich fiir meine Versuche benutzte, war ganz 
genau nach Neumann?) bereitet. Ich habe aus t kg der pri- 
parierten Thymusdriise 30 ¢ des nucleinsauren Natrons®) von 
eelatinierender Modifikation a bekommen: das Praparat) war 
~o rein, dab weder Alkohol noch Essigsiiure einen Niederschlag 


1) Wenn einerseits die Nucleoproteide durch Pepsin vollstiéndig 
celst werden kénnen, so wissen wir jetzt andererseits, die phos- 
phorfreien Eiweifstoffe, wie z.B. Zein (s. Szumowskyv, Diese Zeitschr., 
fh. XXXVI, S. 198), sehr schwer durch dieses angegriffen werden. Also 
die sogenannten «unverdauten Eiweifstoffe> stellen eimen ganz zufiilligen 
Komplex dar, welcher fiir die theoretische Physiologie kaum eine Be- 
deutung hat. 

*) Neumann, Arch. f. Anat. u. Physiol., physiol. Abt.: 1898, 5. 374, 
1899, Supplb. S. 552. Das Priparat habe ich in Heidelberg unter Leitung 
von Prof. Dr. Kossel bereitet, wofiir ich ihm zu bestem Dank verpflichtet bin. 

*) In allen weiteren Versuchen diente dieses Salz, welches ich 
daher kurz als «Nucleinsiiure> bezeichne. 


— 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXIX. 
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bildete. Auch konnte ich weder Biuretreaktion noch Millonsche 
Kiirbung konstatieren. Hingegen gab Salzsiiure und « Witte»- 
Pepton den voluminosen Niederschlag. Ammoniakalische Silber- 
losung und Magnesiamischung bildeten direkt keinen Niederschlag, 
wohl aber nach dem Sieden mit Siuren. 

Das Abdampfen und Trocknen auf dem Wasserbade iin- 
derte) die Eigenschaften der Nuclemsiiure gar nicht, daher 
bewahrte ich sie in trockenem Zustand auf. Zunichst priitte 
ich das so erhaltene Praparat, ob es mit Trypsin verdaut wer- 
den konnte. 

Das Trypsin war nach Kiihne aus dem sog, Trocken- 
pankreas bereitet und seine Wirkungsfihigkeit war mit Fibrin 
geprift. Dann wurden je 100° com von nuclemsauren 
Natrium zwei Erlenmeyerschen Kolben mit 0,5 ¢ Na CO, 
und com Trypsinlosung eingegossen, Kin Kolben stand 4), Stunde 
aut dem siedenden Wasserbade und nachher wurden beide unter 
Zusatz von Thymol in den auf37° erhitzten Thermostaten gebracht, 
Nach 48 Stunden gaben beide Proben keine Reaktion mit 
ammonakalischer Silberlésung und Magnesiamischung.  Sogar 
die velatindse Konsistenz der Substanz erlitt keine Anderung, 
und die Fihigkeit, den Peptonniederschlag erzeugen, blieb 
unverandert.4) 

Wir miissen also feststellen, dab Trypsin keine Zer- 
setzung der Nucleinsiiure bis zum Auftreten der) Phosphor- 
siture und der Nanthinbasen hervorruft. 

Als Objekte fiir weitere Versuche dienen Aspergillus, Peni- 
cillium und Mucor. Ein’ Vorversuch mit der Kultur dieser Pilze 
aut der Nucleinsaure Zucker zeigte, dab alle diese Pilze 
auf solchem Substrate wachsen konnen, und bei weiteren Ver- 
suchen benutzte ich nur Aspergillus niger und Penicillium 
elaucum. 

Lm zu priifen, ob der Pilz die Nucleinsiiure als Kohlen- 
stoffquelle benutzen kann, warden die Kulturen mit Nucleinsiiure 
+- salze (MgSO, und KCL) ohne andere Kohlenstoffquellen herge- 


' Araki hat den Ubergang in eine. lbsliche Modifikation de: 
Nucleinsiiure nur ber Kingerer Trvpsinwirkung beobachtet: s. oben. 
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stellt.1) Die Pilze keimten auf solchem Substrat, bildeten nach 
einem Monat eimige Flocken des versunkenen Mycelium, manch- 
mal sogar mit kaum = bemerkbaren seltenen Sporen, aber die 
Entwickelung war so gering, dab sie nur auf WKosten gewisser 
Beimischungen geschehen konnte. 

In der Voraussetziung, dab fiir die Benutzung der Kohlen- 
hydratgruppe des Nucleinsiuremolekiils zuniichst diese zersetzen 
mubte, figte ich, um den Anfang des Wachstums zu begiin- 
stigen, 0.2 °/0 Glukose hinzu, aber die Entwickelung war auch 
in diesem Falle nicht besser. 

Also mu man feststellen, dai die Nucleinsiiure nicht 
als Kohlenstoffquelle dienen konnte. 

Dasselbe Resultat wurde mit Pencillium erzielt. 

In emer anderen Serie von Versuchen wurde zur Nuclein- 
siiure Zucker hinzugefiigt, welcher dann als Kohlenstoffquelle 
diente. Dann entwickelte sich der Pilz ganz gut, indem er den 
Stickstoff der benutzte. 

ich fiihre einige Versuche an: 

Versuch 
Aspergillus niger. 
Die Kulturfliissigkeit hatte folgende Zusammensetzung: 
25 cem Nuclemsiiure mit 57.6 mg PLO, oder 25 meg P 
und 44 me N 
t Saecharose 
0.5 ¢ Mgs0, 
KCl 
cem 

Nach 3d Tagen erhielt man stark entwickeltes meistenteils 
versunkenes Mycelium mit schwacher Sporenbildung. Das Ge- 
wicht des bei 90° getrockneten Myceliums betrug 0.1430 ¢ mit 
10.78 me N. Die abfiltrierte Fliissigkeit reagierte sauer und fiir 
die Neutralisation verbrauchte sie ungefiihr 15 cem 3/10 n-Natron- 
lange. Auf den Boden der Krystallisationsschale fiel der weibe 
Niederschlag der freien Nucleinsiiure, 


Die Kulturkolben wurden in allen Kulturen) ino dem 
Trockenschrank bei 150° und dann 2 mal mit den Nahrl6sungen in dem 
Dampfsterilisator sterilisiert. 
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Versuch IL. 
Aspergillus niger. 
Die Kulturfliissigkeit: hatte dieselbe Zusammensetzung wie 
im vorhergegangenen Versuche. Dauer der Kultur 6 Tage. Das 
Mycel war gut entwickelt, aber die Sporenbildung war gehemmt, 
E= wurde mit Wasser gewaschen, bei 90° getrocknet und ge- 
woven, Sein Gewicht betrug mit 11.76 mg N. Die 
Filtratfliissigkeit reagierte stark sauer und auf dem Boden der 
Schale wurde ein weiber Niederschlag, die freie Nucleinsiure, 
abeesetzt. Die Menge der anorganischen Phosphorsiiure (bei der 
direkten Fillung mit Magnesiamischung) in der Kulturfliissigkeit 
war gleich nur 11,2) Mg,P,0,. 
Versuch Ul. 


Penicillium glaueum, 
Die Zusammensetzunge der Wulturfliissigkeit, war dieselbe 


wie in der vorhergehenden Kultur, nur der Zuckergehalt wurde 
his 10 vermehrt. Dauner der Kultur 10 Tage. Die Entwickelung 
war gut und die Sporenbildung ganz normal. Das mit 2°, olger 


gewaschene und ber 90° getrocknete Mycel wog 0,265 ¢g 
und enthielt 11.6 me N, 

Diese Versuche beweisen, dab die Schimmelpilze die 
Nucleinsiiure als Stickstoffquelle benutzen kénnen, 

In weiteren) Versuchen suchte ich die Zerspaltungspro- 
dukte der autzufinden und die ganze 
Bilanz der verbrauchten und unverbrauchten) N- und P-Ver- 
bindungen zu bestimmen, 


Versuch IV. 
Aspergillus niger. 
In die breite Schale mit) 150 qem Oberfliiche wurde 
CINGEGOSSEN 
150 ecm von Saccharose 
cem Nucleinsiiure !) 
S ccm MgsO, (5° 0) und 
einige Krystillchen von KCI. 


' Der N- und P-Gehalt war derselbe wie in den vorhergegangenen 
Versuchen, 


Gane 
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Anberdem wurde, weil man den schiidlichen Eintlagi der 
bei der Entwickelung gebildeten Siure (hauptsiichlich Oxalsiiure) 
auf die Sporenbildung bemerken konnte, zur Neutralisation dieser 
Siure Kreide hinzugefiiet. 

Dauer der Kultur 32. Tage. 

Temperatur 25°, 

Die Entwicklung der Aspergillus war ganz normal mit 
cuter Sporenbildung, 

Das Mycel mit einer groben Menge von Krystallen des 
oxulsauren Kalks wurde abtiltriert, mit) 2° olger Soda und dann 
mit siiurehaltigem Wasser gewaschen und aut zwei unvefiiher 
eleiche Peile) zerschnitten. 

Die beiden ber 90° getrockneten Teile wogen 2.0274 9. 
Die eine Halfte diente zur N-bestimmung, die andere zur 


Bestimmune. Das schwachsaure Filtrat mit dem Waschwasser 
von 290 com Volumen diente zur Bestimmung von Ammoniak 
(durch Destillation mit) Magnesia), der  Nanthinstoffe (mit 
ammonttkalischer Silberl6sung) und der anorganischen Phos- 
phorsidure, 

Ich erhielt’ folvendes Resultat: 


Gesamt- Ammoniak-! Xanthin- Gesamt- Anorg. 
Es wurde N. N. N. P. P. 
mg mg mg mg 
Geseben ..... S7 
Gefunden in Mvcel «14.56 
Gefunden in Filtrat 1+ 7 564 


Also aus den in Form der Nucleinsiiure vorhandenen 
N wurden o& mg oder 66°0 zum Baa des Mycels ver- 
braucht, 24,0 wurden als unverbrauchte Ammoniaksalze und 
Xanthinstoffe und die iibriggebliebenen 10° Prozent) als unbe- 
stimmte unverbrauchte Zersetzungsprodukte gefunden. 

Die Verhaltnisse in der P-Bilanz sind andere. Zum Bau 
des Mycels wurden nur 30° 0 verbraucht und 70% als ab- 
gespaltene Phosphorsiiure waren ganz unberiihrt geblieben, 


' Die Kreide wurde ganz verbraucht. 
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Wir konnen feststellen, dab die Zersetzung der Nuclein- 
~iiure eine vollstiindige war, weil die ganze Menge der in der 
Nucleinsiiure gebundenen) Phosphorsiiure durch den Pilz ab- 


eespalten wurde, 


Versuch V. 

Unter denselben Bedingungen wie bet dem = vorher- 
gegangenen Versuche wurde Penicillium glaucum kultiviert. 
Nach 7 Tagen wurde das gut entwickelte, sporentragende My- 
celitm mit Soda und Wasser gewaschen, getrocknet und wog 
Es enthielt 34.5 mg N und 6,4 mg P. In demselben 
Kiltrat wurden 12,1 mg von anorganischem Phosphor und 7 mg N 


der Nanthinstoffe gefunden, 


Gesamt- Xanthin- =| Gesamt- Auorgan. 
Ks wurde N. N. P. 
mg | mg | mg mg 
| | 
Gefunden Mveel. 345 | | 
Gefunden in Filtrat . | 7 12.1 
| | 
| 


Auch hier fand wie beim) Aspergillus eine tiefe Zer- 
setzung der Nucleinsiiure statt, aber nur der kleinere Teil 
(weniger als dic Hiilfte), aus organischer Phosphorsiiure  be- 
rechnet, wurde wegen der kurzen Zeit. zersetzt. 

Diese Versuche beweisen, dali die Pilze die Nuclein- 
siiure sehr tief zersetzen konnen, 

Jetzt kommt die Frage, mit) welchen Mitteln diese ein 
solches Resultat) erreichen ? 

Am einfachsten ist es, vorauszusetzen, dab die in grober 
Menge durch die Pilze erzeugte Oxalsiiure eine Rolle dabei 
spielt. Wir wissen, dab die freie Nucleinsiiure viel weniger 
bestiindig ist als thre Salze. Es war moglich, dab die durch 
Oxalsiure ausgeschiedene Nucleinsiiure unter der Wirkung der 
ersteren zersetzt wurde. 

Um diese Voraussetzung zu priifen, wurden die folgenden 


Versuche angestellt. 
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Versuch VI. 


Je 20 com 1° oiger Nucleinsiiure und 10 1°/oiger 
Losung der Oxalsiture wurden in einen Erlenmeyerschen Kolben 
cingegossen und der letztere bei 33° aufgestellt. 

Nach 9 Tagen zeigte die mit Ammoniak neutralisierte 
Fliissigkeit keinen Niederschlag weder durch Magnesiamischung 
noch SilberlOsung. 


Versuch VIL 


Es wurde genommen: 25 cem der 0.75" oigen Nuclein- 
siiure mit 15 mg P,O., 1,5 g der Oxalsaure und 50 com 

Temperatur 33°. 

Zuniichst wurde der weibe Niederschlag der freien Nuclein- 
siiure ausgeschieden, aber am nachsten Tage hatte sich 
wieder gelOst. Nach 7 Tagen zeigte die mit Ammoniak neu- 
tralisierte Fliissigkeit keinen Niederschlag weder durch Magnesta- 
mischung noch Silberlosung. 

Diese 2 Versuche sprechen unzweideutig gegen die Voraus- 
setzung, dab die Oxalsiiure die Nucleinsiure tief zersetzen kann, 
aber nicht gegen die Voraussetzung, dab diese die leichtere 
Abspaltung der XNanthinstoffe verursachen) kann. 

Die Miberfolge der Reaktion mit SilberlOsung konnten 
yon der hemmenden Wirkung der noch nicht zersetzten Nuclein- 
oder der Thyminsiiure abhaingen.’) Der nichste Versuch be- 
stitigte diese Voraussetzung nicht, 


Versuch VII. 


In 2 Erlenmeversche Kolben A und Bb wurden je 50 com 
der 1° oigen Nucleinsiiure und in den Kolben auberdem 
noch cem Oxalsiiure (5°/0) eingegossen., 

Zu beiden wurde die geniigende Menge Chloroform hinzu- 
vefiigt und beide wurden bei 31° stehen gelassen. Schon beim 
MingieBen der Oxalsiiure fiel ein weiber Niederschlag von Nuclein- 
~iure, welcher am nachsten Tage verschwand. 

Nach 3 Tagen wurde das Chloroform auf dem Wasser- 


') S. Kossel und Neumann, Diese Zeitschr.. B. XXII, S. 74. 
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bade abeedunstet und der Inhalt der Kolben mit) Magnesia- 
mischung und Silberlésung gepriift. Die Priifung gab ein 
neeatives Resultat. Dann setzte ich zu den Fliissigkeiten kalt 
vesiittiztes Barviwasser bis zur schwach alkalischen Reaktion 
hinzu und lief es bis zum niichsten Tage stehen. Der Inhalt 
des Kolben A gab reichen Niederschlag, der des Kolbens B nur 
leichte Tribung. Der von dem Baryt mit Schwefelsiiure befreite 
und geloste Mederschlag gab keine Reaktion auf Guanin (Xan- 
thintiirbung und Guaninpicrat). Das Filtrat wurde in die 14/2fache 
Menge Alkohol mit) cinigen Tropfen) von Chlorbaryum hinein- 
vevossen., Die von dem abgeschiedenen Niederschlage abge- 
vossene Fliissigkeit gab auch keine zweifellose Adeninreaktion 
(mit) Goldchlorid) aut. 

Also konnen wir feststellen, dab die Oxalsiiure keine 
tiefe Zersetzung!) erzeugen kann und ein anderer zer- 
setzender Faktor gesucht werden muh. Hierfiiv wurden die fol- 
venden Versuche angestellt: 

Versuch IX. 

Das sporentragende Mycel von einer einmonatlichen Kultur 
(siehe Versuch IV) wurde gewaschen, bei 30° getrocknet, dann 
im Morser mit) etwas Wasser und Kieselguhr zerrieben. Die 
abfiltrierte Fliissigkeit (18 com) wurde in zwei gleiche Teile 
und beide in Erlenmeyersche Kolben A und B einge- 
gossen und das zerriebene Mycel selbst wurde in einen dritten 
Kolben eingebracht. Dann stand der Kolben ungefiihr 
15 Minuten auf dem siedenden Wasserbade und zu allen dreien 
wurde je 28 com der Nucleinsiure (mit 25 mg PO.) und der 
Uberschub des Chloroforms hinzugetiigt. 

Nach zehntiigigem Stehen bei 33° wurde das Chloroform 
auf dem Wasserbade abgedunstet und der Inhalt jedes Kolbens 
abfiltriert. 

Die Magnesiamischung gab emen Niederschlag, welcher 
nach dem Glihen woe: 


Die in allen Versuchen beobachtete AuflGsung der zuniichst aus- 
geschiedenen Nucleinsiure zeigt, daf} Oxalsiiure irgendwelche Anderungen 
in der Nueleinsiiure verursacht. 
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In dem Kolben A 7 mg oder 448 me P,O, 
Spuren 


C 23 mg oder 14,72 mg P,O. 


Versuch NX, 


Das Mycel, welches auf der Nucleinsiture (25 cem) mit 
i @ Dextrose und Kreide (5 g) gezogen wurde, wurde noch 
vor der Sporenbildung genommen, mit Wasser gewaschen und im 
Morser mit Mieselguhr zerrieben. Die breiartige sauer reagierende 
Masse wurde in zwei gleiche Teile (ge 8 cem) geteilt und in 
den Kolben A und hineingebracht. Der WKolben stand 
15 Minuten auf dem Wasserbade und dann wurde zu beiden 


je 25 com #oiger Nucleinsiure (mit 150 mg und ein 


Uberschuf von Chloroform hinzugefiigt. 

Nach 2 Wochen Stehens bei 33° wurde das Chloroform 
abvedunstet, der Inhalt wurde abfiltriert. Die Magnesiamischuneg 
erzeugte einen reichlichen Niederschlag in dem Kolben Bound 
Spuren davon in dem Kolben A. Der geglithte Niederschlag wog: 

in Kolben A mg oder 3,2 mg 
in Kolben B 125.1 70 PO. 

Dann wurden die von dem mit Magnesiamischung er- 
zeugten Niederschlage abfiltrierten Fliissigkeiten mit der ammo- 
miakalischen SilberlOsung gefiillt. 

Der nur in dem Kolben B ausgeschiedene Niederschiag 
der Nanthinstoffe wurde nach eintiigigem Stehenlassen  abfil- 
triert, mit Wasser gewaschen, in die Kjeldahlschen WKolben 
hineingebracht und darin zuniichst) eine halbe Stunde mit 
Magnesia gekocht und schlieBlich nach Kjeldahl verbrannt. Die 
Menge des XNanthinbasenstickstoffs betrug 12,7 mg. 

Diese Versuche zeigen, dab 

1. die tiefe Zersetzung bis zum Auftreten der Phosphor- 
siiure und der Xanthinbasen auch nach dem Tode fortdauert und 

2. dab die Wirkung des zersetzenden Agens durch hohe 
Temperatur ganz gehemmt wird. 

Folglich kommen wir zum Schiub, dali diese Zer- 
setzung durch das in den Pilazellen erzeugte Enzym 
vVerursacht wird. 
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dieses Enzym in die umgebende Fltissigkeit) durch 
die lebende Pilzzelle ausgeschieden wird, ist) sehr schwer zu 
entscheiden. Die in der vom Mycel abfiltrierten Fliissigkeit 
heobuchtete Zersetzung (Versuch IN) konnte durch das Ferment 
verursacht werden, welches aus den nie fehlenden toten Zellen 
in die umgebende Fliissigkeit diffundierte. 

Um zu beweisen, dab das nucleinzersetzende Enzym mit 
dem proteolylischen) Enzym nicht identisch ist, wurden die 
foleenden Versuche angestellt : 

Versuch NI. 

Die kapillaren GlasrOhrchen wurden nach dem Mettschen 
Verfahren!) durch die thymolhaltige, mit fein verteilter Tusche 
gefiirbte CGelatine gefiillt. Ebensolche Rohrchen wurden auf 
dieselbe Weise mit gelatimerender Nucleinsiure gefiillt. Je 
Paar von Rohrchen mit Gelatine und Nucleinsiure wurden in 
die ProbierrOhrcehen mit derjenigen Fliissigkeit: eingelegt, welche 
von dem auf der Nucleinsiiure mit Zucker ausgewachsenen Mycel 
abfiltriert wurde, 

Zur Kontrolle wurden dieselben Rohrchen in dieselbe, aber 
vorher abgekochte Fliissigkeit: eingebracht. 

Temperatur des Versuches war 18° Nach 48 Stunden 
waren die beiden mit der Nucleinsiiure gefiillten Kapillaren ganz 
leer, die mit Gelatine gefillten und die Kontrollr6hrchen waren 
eanz voll. 

Versuch NIL 

Der vorhergegangene Versuch wurde noch einmal mit der- 
selben Fliissigkeit: wiederholt. Wieder wurde nach 48 Stunden 
die vollstiindige Auflosung der Nucleinsiiure und das Intaktbleiben 
dev Gelatine- und der Kontrollréhrchen festgestellt. 2) Die Gelatine- 
rOhrchen blieben sogar noch 10 Tage ganz intakt. 

1) Siehe Hoppe-Seyler’s Handbuch der phys. und pathol. Analyse, 
1903, S. $82. Siehe auch Butkewitseh, Jahrbiich. fiir wiss. Botan. 
Bd. BS. S. EES. 

2 Teh mufi hier bemerken, daf ich wegen der Léslichkeit der Nuclein- 
siure immer die Auflésung dieser in den Kontrollréhrehen am dritten 
Tave beobachtete. Dafves sich hier nur um Auflésung (nicht um Zersetzung 
handelt, haben wir schon frither gesehen, 
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Uber die fermentative Zersetzung der Thymonucleinsiure ete. +0 


Diese Versuche zeigen, dab das nucleinspaltende Enzym 
mit dem proteolytischen Enzym sehr wahrscheinlich 
nicht identisch ist und daher den besonderen Namen: 

Nuclease» verdient.?) 

Was die Bedeutung dieses neuen Enzyms anbetrifft, kann 
sagen, dab diese weit tiber den beschriebenen Fall 
hinausreicht, 

Jede Zelle im embrvyonalen Zustand besitzt eine erobe 
Menge der Nucleoproteide,?) welche bet der Entwickelung zer- 
~etzt werden. Aus den Untersuchungen Umbers (siehe oben) 
wissen wir, dai das Eiweib der Nucleoproteide durch Pepsin 
oder Trypsin. verdaut werden kann. 

Die eben beschriebenen Tatsachen sprechen dafiir, dal 
der andere Komponent der Nucleoproteide, die Nucleinsiiure, 
auch einer Zersetzung miltels eines speziellen Enzymes, Nuclease, 
unterliegt. 

Also ist es sehr wahrscheintich, dab die Nucleoproteide 
durch die embrvonalen Zellen aufgespeichert werden, damit sie 
bel weiterer Entwickelung durch Nuclease zersetzt- werden. 


Leipzig. Botanisches Institut, 


1) Emmerich und Low (Zeitschr. f. Hygiene, Bd. 36, 8.9) nennen 
Nucleasen die «proteolytischen»> Enzyme einiger pathogenen Bakterien, 
welche das Protoplasma dieser Bakterien auflésen kOnnen, «weil sie die 


Nucleoproteide des Bakterienprotoplasmas auflésen». Aber wir wissen, 


daf’ das Auflésen der Nucleoproteide ohne weiteres dureh Pepsin und 
Trypsin erzeugt werden kann. Nach der Terminologie von Duclaux 
kann man nur ein solches Ferment Nuclease nennen, welches die Nuclein- 
siiure zersetzen kann. 


*) Der Weizenembryo z. B. enthalt nach Osborne 3.5° der 


Nucleinsiure (Diese Zeitschr., Bd. XXXVI, S. 85). 
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Die Indolbildung und Indicanausscheidung beim hungernden 


Kaninchen. 
Von 
Alexander Ellinger. 


Aus dem Universitits-Laboratorium fiir medizinische Chemie und experimentelle 
Pharmakologie zu Konigsberg i. Pr 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Mat 1903. 


Im April dieses Jahres haben F. Blumenthal und Fritz 
Rosenfeld in den Charité-Annalen eine Untersuchung «iiber 
die Entstehung des Indicans im tierischen Organismus» ver- 
Offentlicht, in welcher die Indicanausscheidung des Kaninchens 
im Hunger fiir die von Blumenthal und seinen Mitarbeitern 
vertretene Anschauung verwertet wird, dai Indican «aus den 
stickstoffhaltigen) Produkten des zerfallenden Gewebes» ohne 
Mitwirkung von Bakterien entsteht. 

Die Verfasser haben bei vier Kaninchen nach mehrtigigem 
Hunger ber starker Indicanreaktion im Urin kein Indol im Darm- 
Inhalt gefunden. Thre Beobachtung steht im Gegensatz zu den 
Befunden von Miiller!) beim hungernden Hund und _ bei der 
hungernden Katze. Bei diesen beiden Tierspecies lieB sich im 
Hungerkot beazw. im Darminhalte Indol nachweisen, und F. Miiiler 
zog daraus den allgemein angenommenen Schlub, dai das Ma- 
terial, welches den Hungerkot hefert, nimlich Residuen der 
Verdauunessiifte, abgestobene Epithelien, eventuell auch Blut, 
wenn ber den Tieren Blutungen in den Darmkanal stattgefunden 
hatten. auch withrend des Hungerzustandes von Bakterien unter 
Indolbildung zersetzt wird, und dab das so gebildete Indol ebenso 
wie ber der Erniihrung mit eiweibhaltigen Nihrstoffen die Quelle 
des Harnindicans Ist. 


'; Mitteilungen a. d. Wiirzburger med. Klinik 2, 341. 1886. 
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Die Indolbilduny und Indicanaussche:dune ete. 


Das WKaninchen verhilt sich nach Dlumenthal u. Rosen- 
anders als der Hund und die Katze. Es ist naeh ihrer 
Meinung ausgeschlossen, dai das Indican beim hungernden | 
Kaninchen aus irgend welchen im Darm vorhandenen Indol- 
mengen herstammt. 

Selbst wenn die Voraussetzung, dab sich im Darminhalt 
eines hungernden WKaninchens kein Indol nachweisen liebe, | 
richtig ware, scheint mir der Schlub daraus auf eine mangelnde 
lndolbildung unzuliissig. Das Fehlen des Indols im Darminhatlt 


kann eben so gut durch vollstéindige Resorption bedingt sein, 
und die Verschiedenheit der Befunde bei den Fleischfresscrn 
auf der einen, bei dem pflanzenfressenden Kaninchen auf der 
andern Seite kann in der viel erheblicheren Grobe der resor- 
hierenden Fliiche des Kaninchendarms, sowie in der Verschieden- 
heit der Darmbewegungen eine betriedigende Erkliirung finden. 
[herdies durfte man nach den Erfahrungen, welche Bbrieger?) 
und Tappeiner?) bet der Untersuchung der Exkremente oder 
des Darminhalts von Pflanzenfressern auf Indol gemacht haben, 7 
in den relativ kleinen Mengen Darminhalt) eines hungernden 
Kaninchens nur minimale Spuren von Indol erwarten. Brieger 
Konnte aus 5—10 Pfund Pferdeexkrementen nur Spuren von Indol 
erhalten. Bet Priifung aller Darmabschnitte fand er nur im 
untersten Teile des Rectums beim Pferde Indol (und Phenol), 
Der Schlub, welchen er daraus zieht, lautet: «Es liegen also hier 
die bedingungen iiuberst ginstig fiir die Resorption dieser Stoffe, » 
nicht aber: Die groben Mengen Indican, welche ein Pflerd aus- 
<cheidet, kK6nnen nicht aus im Darm gebildetem Indol stammen. 
Die Folgerung von Blumenthal und Rosenfeld ist aber ae 
vor allem deshalb unstatthaft, weil ihre Methode den Nachweis : 
Kleinster Indolmengen gar nicht gestattet. Sie haben den Darm- 
inhalt mit verdiinnter Salzsaéure destilliert und am Destillat die | 
Chilolerarotreaktion angestellt, in der Weise, dab genau LO com 
Hestillat mit 1 ccm einer 0,02°/oigen Kaliumnitritlbsung versetzt 
wurden und dann mit konzentrierter Schwefelséure unter- 
<chichtet wurde. 
Diese Zeitschr., Bd. IL, 147. 1879, : 
Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 14. 8. 2582. 1881. 
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to Alexander Ellinger. 


Die Empfindlichkeitsgrenze fiir die Nitrosoindolreaktion 
liegt, wie ich mich an reinen Indoll6sungen tiberzeugt habe, 
zwischen einer Verdiinnung von 1: 100000 und 1: 200000. Es 
miibte also in 10 ccm Destillat etwa 0,1 mg Indol vorhanden 
sein, damit die Reaktion noch deutlich positiv ausfillt. Selbst 
unter der Annahme, dab nicht mehr als 100 com Wasser iiber- 
destillieren mubten, um alles im Darminhalt vorhandene Indo! 
in die Vorlage tiberzufiihren, hiitte also die Reaktion nur dann 
das vorhandene Indol angezeigt, wenn etwa 1 meg Indol im Darm 
zur Zeit des Todes unresorbiert gewesen wire. Das ist aber 
nach meinen Bestimmungen mindestens etwa der zehnte Teil 
von der in 24 Stunden ausgeschiedenen Indicanmenge (als Indigo 
berechnet). Diese Uberschlagsrechnung zeigt, wie notwendig es 
ist, nicht in dem ersten Destillate, sondern in dem Atherextrakt 
desselben die Priifung auf Indol vorzunehmen, wie das nach 
den Vorschriften von Nencki und Brieger allgemein die 
Regel ist. 

Nimmt man die Priifung auf Indol in dem mit Wasser 
aufgenommenen Atherriickstand vor, so gelingt der Nachweis 
auch im Darminhalt von Hungerkaninchen. Ich habe, 
wie aus den folgenden Protokollen zu ersehen ist, nur in einem 
von vier Fiillen eine so sehwache Fiirbung bet der Nitrosoindol- 
reaktion erhalten, dab das Vorhandensein von Indol zweitelhat! 
erschien: in den drei tibrigen Fiillen war die Reaktion deutlich 
positiv, im einem Fall, in dem ich neben der Nitrosoindol- 
reaktion noch die Legalsche Probe (mit Nitroprussidnatrium 
anstelite, fiel auch diese positiv: aus, 

Damiit faillt jeder Grund ftir die Annahme, dab das Kaninchen 
sich hinsichtlich der Indolbildung im Hunger prinzipiell anders 
verhiilt wie der Hund und die Katze. Unterschiede bestehen nur 
hinsichtlich der Quantitiitt des gebildeten und resorbierten Indols. 


Blumenthal und seine Mitarbeiter haben in allen ihren 
Verolfentlichungen die Hohe der Indicanausscheidung bein 
betont. und H. Seholz!) hat hiesizer 


Beitraige zur Frage der Entstehung des Indicans im Tierkérp: 


Inaug.-Diss. KOnigsberg 1903 und Diese Zeitsehr.. Bd. Heft 5+ 


Die Indolbildung und Indieanausscheidung ete. 


pharmakologischen Institut’ durch quantitative Bestimmungen 
bestitigt, dab die Indicanwerte eine recht betriichtliche Hohe 
annehmen konnen. Nun hat aber schon im Jahre 1898 Swirski 
in emer kurzen Mitteilune!) auf die Bedeutung des bekannten 
Kotfressens beim Hungerkaninchen fiir die Fillung des Magen- 
darminhalts hingewiesen, und in einer neueren Arbeit?) hat er 
cenaue Zahlenangaben gemacht iiber die Menge des bei der Sektion 
gefundenen Magen- und Darminhalts) bei Kaninchen, welche 
mit Maulkorb, und solchen, welche ohne Maulkorb hungerten. 

In der Publikation von Blumenthal und Rosenfeld ist 
auch von einem Kaninchen berichtet, dab es mit einem Maul- 
korb versehen worden sel, damit es nicht imstande war, seinen 
Kot zu fressen. Gerade bei diesem Versuchstiere aber fehlt eme 
Angabe dariiber, ob seine Indicanausscheidung bedeutend war. 

Es liegt auberordentlich nahe, anzunehmen, dab das Fressen 
von kot die Fiiulnisvorgiinge im Darmkanal betriichtlich steigern 
mus. Ich habe deshalb eine Anzahl von Indicanbestimmungen 
an Kaninchen, welche thren Kot ungehindert verzehren konnten, 
und an Tieren, denen das Kotfressen unmoglich gemacht war, 
angesiellt, 

(ieichzeitig wurde dabet die schon von Swirski aufge- 
worfene Frage entschieden, ob die von Rubner?) empfohlene 
Vorrichtung gegen das Kotfressen der Kaninchen einen wirk- 
samen Schutz verleiht. Hubner suchte den Kot von den Tieren 
dadurch zu trennen, dab er sie in ihrem Kiifig auf ein weit- 
maschiges Drahtgitter setzte, auf welches in einem Abstand 
von 2 ¢m ein zweites Netz mit engeren Maschen folgte. 

Meine Versuche zerfallen demnach in dret Gruppen. Die 
Tiere der ersten Gruppe erhielten keine Nahrung, konnten aber 
ihren vollstiindig aufzehren; die der zweiten Gruppe 
lungerten in einem Kiifig nach den Angaben Rubners. Wasser 
stand den Tieren zur Verfiigung, wurde aber kaum= gesoffen. 
bie dritte Gruppe war am Kotfressen verhindert. Von den drei 
Tieren dieser Gruppe waren zwei mit einem Maulkorb nach 


Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmakologie Bd. 41, 8. 143.) 189s. 
*) Ebenda, Bd. 48, S. 282. 1902. 
Zeitschr. f. Biologie. Bd. 17, S. 214. 1881 
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Alexander Ellinger, 


den Vorschriften von Swirski versehen, einem dritten wurde 
eine OQesophagusfistel angelegt, d. h. der in Hohe des oberen 
Teils der Luftréhre sorgfiiltig frei priiparierte Oesophagus wurde 
gegen den Magen hin abgebunden und durchgeschnitten, das freie 
Ende wurde in die Hautwunde verniiht, sodai der tnhalt der 
Mundhohle nach auben entleert werden konnte. 

Der Harn wurde tiglich zu einer bestimmten Vormittags- 
stunde abgedriieckt und gemessen: wenn die Menge es zulied, 
wurde das spezifische Gewicht bestimmt. Die Indicanbestimmung 
erfolgte nach der von mir!) in dieser Zeitschrift: ausftihrlich 
beschriebenen, modifizierten Methode von Wang und Ober- 
mayer. Von der Genauigkeit der Methode auch fiir den Ka- 
ninchenharn bet verschiedenartiger Erniihrung und bei Hunger 
habe ich mieh durch zahlreiche Kontrollbestimmungen aut 
kolorimetrischem Wege iiberzeugt. Notwendig ist ein energisches 
Auswaschen des Chloroformriickstands mit heiBem Wasser. In 
einigen Versuchen wurde der Harn von mehreren Tagen zu- 
~ummen verarbeitet, wie aus den folgenden Protokollen zu 


ersehen ist. 
Gruppe I. Hunger ohne Mafiregel gegen das Kotfressen. 
Versuch Anfangsgewicht ca. 2500. 


Am 16. IV. 1903 auf Karenz gesetzt. vorher Haferfiitterung. 


Taglich ausge- 


Spez. ; 
Datum Harnmenge C schiedene Indigo- Bemerkungen 
menge 
16./17. | von Kaninchen 1 und 2 
eas 83 com 1028 | je 5,6 (?) mg | wurde an den beiden ersten 
17/18. 1V. | Tagen zusammen verarbeitet. 
WV. 
| 103 e > 
19.20. | | J | 
| 
| | 
21 22. 1040 | je 0,0 | 
22,23. IV. | | | 
25. TV. wenige Cabibeenti- | nicht bestimmt Endgewicht 1970 g. 


meter in der Blase | 


Am 4. Hungertag wurde das Tier getOtet. Der Magen war 
reichlich gefressenem Kot gefiillt, im Diinndarm einzelne 


Diese Zeitschr., Bd. S. 178. 1905. 
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Kotballen, Coecum stark mit dickbreiigem Inhalt gefiillt. — 
Der Mageninhalt und Darminhalt wurden gesondert auf Indol 
verarbeitet. Im Mageninhalt wurde kein Indol gefunden, im 
Darminhalt war die Indolreaktion positiv. 


Versuch 2. Anfangsgewicht ca. 2000 


Am 16. IV. auf Karenz gesetzt, vorher Haferfiitterung. 


Taglich ausge- 


Spez. | 
Datum Harnmenge schiedene Indigo- | Bemerkungen 
menge 
| | | 
| 8) cem 1028 | je (7) mg 'Verel. Vers. 1. 
17./18. IV. J ‘ | 
18./19. IV. |) 
14, (), 175 | l Ld | je mg | 
()./21. IV | 
21./22. IV. |} 250 je 9.90 » Endgewicht 1677 
22/23. | | 


| | | 
Am &. Hungertag wurde das Tier getétet. Befund des 
Magendarminhalts wie in Versuch 1, nur weniger reichlich. Der 
Gesamttrockenriickstand betrug ca. 20 g. Die Indolreaktion 
war zwelfelhaft. 


Gruppe II. Kafig nach Rubners Vorschrift. 
Versuch 5. 


Am 29. IV. Abends auf Karenz gesetzt, vorher Haferfiitterung. 


Taglich ausge- 


Spez. 
Datum | Harnmenge iiata schiedene Indigo- Bemerkungen 
menge 
4/30. IV. | | ce Reaktion Gewicht 1725 g am 30. LY, 
CCM Nes vorm.: kein Kot im Katlig. 
30. 1V.-1.V.1 95 1020 | 92 mg Etwas Kot im Kiifig. 
V. | 47 | 91 > Kein Kot. Gew. 1540 
2/3. V. DIL | Sehr wenig Kot 
2 Q5 ( 
3./4, V. mit Spalwasser L017 13.95 Ins Gew. am 4. V. Vorm. 1430 g. 
cem | 10389 | 11.6 mg Wenig Kot. 


} | 


Am 9d. V. wurde das Tier getétet. Im Magen miibig viel 
fester Inhalt: im Coecum reichlich schwarzbrauner dicker Brei. 
Indoiprobe positiv. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. XXXIX. 4 
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Versuch 4. 


Anfangsgewicht 2450 ¢. 


Am 30. IV. vorm. auf Karenz gesetzt, vorher Haferfitterung. 


| Taglich ausge- 


Spez. 
Datum Harnmenge ace schiedene Indigo- Bemerkungen 
menge 
BO.IV-1.V.) cem | 1027 | 7.2 mg | 
2. 60 1030 9.4 Kein Kot, 
243. V, | Kot im Kiifig. 
4 
Plea en mit Wasser aus ()]1 je 2.3 me | Beim Abdriicken wurde etwas 
3./4. V. dem Trinhgefays | blutiger Harn entleert. 
uoetwas Blut | | | 

\ socom | ~Spuren Indican | Kot im Katig. 


ohne Blut | Endgewicht 2120 g. 


Das Tier lag vom 4. V. an sehr matt im Kiifig. Am 
Vo vorm. wurde es get6tet. In der Bauchhohle fanden. sich 
ea. 120 cem leicht blutig gefiirbte Fliissigkeit) mit) Fibrin- 
gerinnseln. Die Harnblase zeigte in der Niithe der Miindung des 
rechten Ureter ein fast kreisrundes Geschwiir von etwa 3 mm 
Durchmesser, die Blasenwand durchbrochen hatte und 
dessen Entstehung wohl dem Abdriicken zuzuschreiben ist. Aut 
dem Dickdarm fibrindse Auflagerungen. Im Magen ziemlich viel 
kotiger Inhalt: im Blinddarm viel dickbreiige Masse. Die Bauch- 
hOhlentlissigkeit enthielt Spuren von Indican. Der Darminhatlt 
wurde nicht auf Indol geprift. 


das 


Gruppe III. Mit Ausschlufi des Kotfressens. 


Versuch 5. Anfangsgewicht 2470 g 


g. Oesophagusfistel, 


Spez. Tagliche 
Datum Harnmenge | Bemerkungen 
Giew, Indigomenge 
6./7. \V 83 1022 | 0.78 mg Haferfiitterung. 
Am 7. V. vorm. Oesophagusfistel angelegt. 
7/8. V com 1033 4.4 mg 
4.1 Am 9,V. vorm. Gew. 2200 g. 
O10, V 35 10482 (10. V. Gew. 2100 
LO. V. 22 2.65 
11./12. V. | 8—9 1.9 
12./13. V 25 com mit, nicht bestimmbare 
Spiiltliissigkeit Spur gespiilt 
Bik indicantrei | Endgewicht 1750 g. 


gefunden 
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Wiihrend der ersten Hungertage wurde mehrmals tiiglich 
viel Kot entleert, in den letzten Tagen weniger: die Konsistenz 
war an den spiteren Hungertagen geringer. Bei Sondierung der 
Oesophagustistel fanden sich 6fters Kotbillchen in der Speise- 
rohre. Am 1%. V. vorm. wurde das Tier getotet. Der Magen 
war fest kontrahiert und enthielt noch eine betrichtliche Menge 
faserigen Inhalts. Im mikroskopischen Bilde sah man haupt- 
siichlich Pflanzenzellen und Geti&iBbiindel: es unterschied sich 
wesentlich von dem des kotigen Inhalts der vorigen Versuchs- 
tiere. Der Pylorus war so fest geschlossen, dah es schwer hielt, 
mit der Darmschere hindurch zu gelangen. Der Diinndarm war 
leer, Im Coecum und dem iibrigen Dickdarm nur wenig Inhalt. 
Die Fistelwunde war gut verheilt, ebenso die Unterbindungsstelle 
des Oesophagus. -— Eine Priifung auf Indol wurde nicht vor- 
genommen. Eine Erkliirung fiir den krampfhaften Versehlub 
des Pylorus und die lange Retention des Mageninhalts vermag 
ich zur Zeit nicht zu geben. Wahrscheinlich ist die Operation 
am Oesophagus dafiir verantwortlich zu machen. Wenigstens 
ist eine solche Retention weder von Swirski noch von mir 
bei Hungerkaninchen mit) Maulkorb beobachtet) worden. Die 
Erscheinung wird weiter studiert werden. 


Versuch 6. Hunger mit Maulkorb. Anfangsgewicht 1900. 


Am 11. V. auf Karenz gesetzt. vorher Ribenfiitterung, Harn indicanfrei. 


S 
Gew. Indigomenge 
¥ 190) cem 1011 2.22 me 
¥ 86 | 
| 1050 AA 13. V. Gew. 1730 
13. \ fm. etw. Spiilwayser 
14.15. V. 30 LOW 3,2 1d. V. Gew. 1550 g. 
15./16. V 300 >» | 1041 2.4 
16/17. V. | 20 12 
17.18. V.| 35 » 2.8 Gew. 1380: 


| 
Ain 18.V. Maulkorb abgenommen. Als Futter: Nutrose mit Wasser angeriilrt, 
18./19. V. 100) cem 1027 
19.'20. 120,» 1023 7 


ing Etwa 15 g Natrose cefressen. 
Etwa 10 ¢ \utrose zefrassen. 


Die Kotentleerungen verhielten sich wie in Versuch 5. 
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Versuch 7. Hunger mt Maulkorb. Anfangsgewicht ca. 1300 g, 
Am It. V. anf Karenz gesetzt, vorher Fiitterung mit Hafer und Heu: 
wenlg Indican im Harn. 


Spez. Tagliche 


Datum | Harnmenge Bemerkungen 
| CGew. Indigomenge 
cem | 1018 42mg 
1213. \ 45 1033 5.3 V. Gew. 1150 ¢. 
50 1028 65 | 
115. Vz 37 1036 5.0 15. V. Gew. 1020 
9/16. V 27 | 4.9) | 
1617. \ | | 45» | 
17.18. V. | 25 | 23 >» | 
bis | 18 » /Endgewicht 860 ¢. 


zum Tode | aus d. Blase | 
| 


Am 18. V. nachm. wurde das bereits sehr schwache Tier ge- 
totet. Magenenthielt nur etwa 2 ccm stark sauerreagierende F liissig- 
keit und einige Schleimfléckchen. Diinndarm leer. Im Coecum 
ca. Og dickbreiger Inhalt. Die Kotentleerungen erfolgten auch in 
diesem Versuch wie in den beiden vorigen. Bei der Priifung des 
Coecuminhalts auf Indol fielen sowohl die Nitroso- 
indolreaktion wie die Weyvlsche Probe positiv aus. 


Das Resultat der Versuche labt sich folgendermaben 
zusammenfassen : 

Die Tiere der Gruppen | und If sind hinsichtlich des Kot- 
fressens cinander gleichzustellen. Die Rubnersche Vorrichtung 
hindert die Tiere nicht daran, ihren Kot zu verzehren, wie 
Swirski bereits vermutete. In beiden Versuchen der Gruppe II 
war der Magen bei der Sektion mit gefressenem Kot gefiillt, 
wiihrend Swirski und ich bei Kaninchen mit Maulkorb nur 
sehr wenig oder gar keinen festen Inhalt im Magen fanden. 

Nur bei den Kot fressenden Kaninchen finden sich sehr 
hohe Indicanwerte — bis zu 14 mg Indigo tiiglich —, wiihrend 
der héchste Wert in der Gruppe Hl nur 6,5 mg_ betragt. 
Die Kaninchen der beiden ersten Gruppen zeigen, wie das zu 
erwarten war, unter einander grofe Differenzen in der Indican- 
ausscheidung und weisen auch einzelne starke Schwankungen 
an den verschiedenen Versuchstagen auf, 
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Dagegen ist bei den wirklichen Hungertieren die Ver- 
schiedenheit der Indicanausscheidung auf viel engere Grenzen 
beschriinkt. Nur gegen Schlub der Hungerperiode macht) sich 
eine deutliche Abnahme bemerkbar, ja in Versuch 5 verschwindet 
das Indican am 7. Hungertage vollstiindig. Nach der Annahme 
von Blumenthal und seinen Mitarbeitern, dab das Indican 
beim Hungerkaninchen aus zerfallendem Korpereiweifi stammt, 
miibte man gerade das Gegenteil erwarten. 

Die Fiitterung mit einer reinen Kiweibnahrung (Nutrose) 
bewirkte sofort ein Ansteigen der Indigomenge von 2.8) auf 
8.4 mg. Die Indicanwerte beim Kaninchen zeigen also ganz 
analoge Veriinderungen mit der Veriinderung der Nahrung wie 
beim Hund und bei der Katze, wie aus der folgenden Tabelle 
viclleicht am deutlichsten zu ersehen ist. Es sind darin= die 
Durchschnittswerte, welche F. Miller gefunden hat,!) einigen 
Durchschnittswerten aus meinen Versuchen Kaninchen 
cegeniibergestellt. 


Nahrung 


Katze Hund | Kaninehen 


i 0.65 mg (Erbsen) 1.05 mg (Erbsen) mg (Hafer) 


hydrate 
vorwiegend EiweifS | 4.8 (Fleisch) 11,2 (Fleisch), 7.8 (Nutrose) 
_vorwiegend Kohle- | 11 


hvdrate | (Stiirke) 1,98 (Stirke)) 0 (Riben) 


Hunger | 1,36 ing | 6,69 me | 3 mg 
| 

Wie beim Hunger, so werden wohl auch bei der Unter- 
ernahrung hohe Indicanwerte vielleicht durch das Kotfressen 
ihre Erkliirung finden. Man kann oOfter beobachten, Ka- 
ninchen, wenn sie nur einige Stunden ohne Futter im Kiifig 
sitzen, ihren Kot verzehren.  Jedenfalls erscheint mir diese 
Erklirung einleuchtender als die, ein Kaninchen, dem fiir 
Stunden das Futter entzogen wird, auf diesen Kingriff mit einer 
andren Art des Eiweibabbaus reagiert. 


') Die Durchsehnittswerte sind dem Referate von Andreaseh 
uber Miillers Arbeit in Malys Jahresbericht, Bd. 16, S. 211, ent- 
hommen. 
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Ot Alexander Ellinger, Indolbildung u. Indicanausscheidung ete. 


Auf die erneuten Phloridzinversuche von Blumenthal 
und Rosenfeld und deren Verwertung fiir Blumenthals 
Anschauungen tiber die Entstehung von Indol im intermediiairen 
Stoffwechsel an dieser Stelle einzugehen, liegt kein Grund vor, 
Scholz hat an zwei Hungerkaninchen gerade an zwei Phloridzin- 
tagen die geringsten Indicanausscheidungen gefunden, und seine 
Versuchsanordnung ist jedenfalls geeigneter, die aufgeworfene 
Frage zu entscheiden, als die von Blumenthal und Rosen- 
feld, wie in der Abhandlung von Scholz bereits auseinander- 
vesetzt ist. 


: 
ot 
20) 
ig 


Beitrage zur Kenntnis des Thymusnucleohistons. 
Von 


W. Huiskamp. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht. 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Juni 103.) 


Die im wisserigen Thymusauszuge vorhandenen Nucleo- 
proteide lassen sich auf zwei Weisen voneinander  trennen; 
erstens, nach der Methode Malengreaus, durch fraktionierte 
Fiillung mit Ammonsulfat, zweitens durch Fiillung Chlor- 
calcium. Bei der ersten Methode wird durch Zusatz von 
Ammonsulfat bis zu 45 °/o der Séttigung das Nucleoproteid mit 
niedrigem Phosphorgehalt (Nucléoalbumine A Malengreaus) 
vollkommen ausgefillt, wihrend das Nucleohiston dabei noch 
in Losung bleibt und erst durch eine héhere Konzentration 
von Ammonsulfat gefiillt wird. Bei der zweiten Methode fiillt 
nach Zusatz von Chlorcalcium das Nucleohiston vollstiindig aus, 
wiihrend das andere Nucleoproteid in Losung bleibt: um den 
Niederschlag von Nucleohiston von den noch anhaftenden 
veringen Mengen des andern Nucleoproteids zu reinigen, kann 
man denselben (eventuell mit Hilfe von einigen Tropfen ver- 
diinmnten Ammoniaks) in Wasser lOsen und nochmals mit Chlor- 
calcium. fiillen. 

Fir die folgende Untersuchung habe ich die zweite Methode 
benutzt. 

Es stellte sich im Laufe dieser Untersuchung heraus, dab 
das mit Clorealcium gefillte Nucleohiston streng genommen keine 
einheitliche Substanz darstellt, sondern dab hier ein Gemisch 
von mindestens zwei, einander zwar iihnlichen, jedoch in der 
Ausammensetzung und namentlich im Phosphorgehalt verschie- 
denen Nucleohistonen vorliegt. 
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Wie von Bang und von mir gefunden wurde, kann man 
das Nucleohiston aus dem = Thymusauszuge durch Zusatz von 
Kochsalzlosung bis zu einem Gehalt von 0,6—0.9 teilweise 
fiillen. Dieses mittels Kochsalz bereitete Nucleohiston besitzt 
einen erheblich hbheren Phosphorgekalt als die mit Chlorcalcium 
eefiillte Substanz. Weil nun die Fiillung durch 0,6 bis 0,9 ° 9 ige 
Kochsalzlosung unvollstiindig ist, so lébt sich hieraus schlieBben, 
im Thymusextrakte zwei Nucleohistone vorhanden. sind, 
deren eines, mit hOherem Phosphorgehalt durch 0,6- bis 0,99 5 ige 
Kochsalzlosung gefiillt wird, wiihrend das andere dabei gelost 
bleibt: beide sind dann durch 0,1°/o1ges Chlorealcium  voll- 
stiindia faillbar. 

Ks folgen Iner die Bestimmungen Phosphorgehalts 
im mittels oigen Kochsalzes dargestellten Nucleohiston. 

Die Substanz wurde auf folgende Weise bereitet: 

Aus dem wiisserigen Thymusauszuge wurde das Nucleo- 
histon durch Zusatz von Kochsalzlosung bis zu einem Gehalt 
von ungefiihr 0,7°/o gefillt: der Niederschlag wurde abzentri- 
fugiert und wieder in Wasser gelOst: darauf wurde die LOsung 
noch zweimal auf dieselbe Weise mit Kochsalz gefillt. Den 
durch die dritte Fiillung erhaltenen Niederschlag werde ich als 
Priiparat A bezeichnen. Bei jeder Fiillung blieb ein Teil des 
Nucleohistons gelOst: diejenige Menge, welche bei der letzten 
Fiillung in Losung blieb, wurde mit Essigsiiure niedergeschlagen : 
diesen Niederschlag bezeichne ich als Priiparat Bb. Die beiden 
Priiparate wurden sodann mit 92°/oigem Alkohol einige Male 
(jedesmal 2% Stunden) extrahiert, wodurch der UberschuB von 
Kochsalz entfernt wurde: sie wurden dann unter Ather gebracht 
und getrocknet. 

Priip. A. O4717 der bei 110° bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trockneten Substanz lieferten (nach Veraschung mittels Schwefelsiure und 
Salpetersiure nach Neumann) 0.0747 ¢ Mg,P,0,. P-Gehalt = 4.42 °». 

Priip. A (andere Bereitung). O.3148 g Substanz lieferten 0.0493 ¢ 
Mg,P,O0, (Veraschung mit Salpeter und Soda) P-Gehalt = 4.37? o. 

Priip. BL. O2900 ¢ Substanz lieferten 0.0473 Mg,P,0;. (Ver- 
aschung mit Salpeter und Soda) P-Gehalt == 4.53 ° o. 


2. 0.3045 ¢ Substanz lieferten 0.0494 Mg,P,0,. (Veraschung nach 


Neumann) P-Gehalt 4.53 ° 
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Beitraige zur Kenntnis des Thymusnucleohistons. 


Wie man sieht, ist der Phosphorgehalt des mittels Koch- 
salzldsung dargestellten Nucleohistons bedeutend hoher als der- 
jenige des mittels Chlorcalcium bereiteten Nucleohistons, welchen 
ich zu 8.79 °/o gefunden habe.!) 

Malengreau hat die Vermutung ausgesprochen, dah, weil 
die Thymusdriise kein Dauerorgan darstellt, vielleicht auch die 
Zusammensetzung (und namentlich der Phosphorgehalt) der 
darin enthaltenen Eiweiikorper nicht immer dieselbe moge. 
Diese Bemerkuneg ist gewib sehr beachtenswert. Teh habe friiher 
den Phosphorgehalt’ zweier aus verschiedenen Driisen darge- 
stellten Nucleohistonpriaparate nahezu gleich gefunden, doch 
schien es mir wiinschenswert, daraufhin nochmals Versuche 
anzustellen, 

Es wurde dazu Ca-Nucleohiston durch zweimalige Fillung 
mit CaCl, aus zwei verschiedenen Driisen bereitet. Eines dieser 
Priiparate wurde zweimal mit 0,4°/oiger Essigsiiure, sodann 
mit Wasser ausgewaschen: das andere wurde mil 5°/o9iger 
Kssigsiiure, darauf mit Wasser ausgewaschen. Beide Priiparate 
wurden mit Alkohol und Ather behandelt und zu weifen Pulvern 
eetrocknet. 

Die Phosphorbestimmungen ergaben fiir das erste Priparat 
$3.77 P, fiir das zweite 3,79%o P. (Durch die Auswaschungen 
mit Essigsiiure wurde in beiden Fiillen die Calciumverbindung 
des Nucleohistons zerlegt; auf Ca-Nucleohiston, welches 14/3%/» Ca 
enthiilt, berechnet, findet man resp. 3,72 und 3,74°/o P.) 

Die Tatsache, dali aus vier verschiedenen Driisen Nucles- 
histon mit nahezu demselben Phosphorgehalt bereitet: werden 
konute, scheint mir zu dem Schluf zu berechtigen, dal} es sich 
hier jedenfalls nicht um eine erheblich schwankende Grobe 
handelt. 

Was nun das zweite phosphoriirmere Nucleohiston anbe- 
lanet, so habe ich dieses auf folgende Weise dargestellt. (Ieh 
mochte im folgenden das phosphorreichere Nucleohiston als 
a-Nucleohiston, das phosphoriirmere als B-Nucleohiston  be- 
zeichnen. 


Diese Zeitschr., Bd. 5S. 177. 
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Durch zweimalige Fallung des Nucleohistons mit CaCl, 
wurde zuerst das Nucleoproteid entfernt. Sodann wurde der 
Niederschlag von Nucleohiston mit Wasser gemischt, worin es 
sich nicht vollstandig lost, sondern teilweise eine feine Suspension 
bildet. Es wurde darauf Kochsalz bis zu einem Gehalt von 
ungefahr zugesetzt. Das Nucleohiston mit hOherem Phos- 
phorgehalt fillt dann aus, withrend das B-Nucleohiston wenigstens 
grobtenteils gelost bleibt. (Teilweise wird aber das p-Nucleo- 
histon mitgefallt, wie sich daraus) schlieBen labt, dah der 
Phosphorgehall des) Niederschlags zwar hoher als 3,75 ist, 
jedoch niedriger als der P-Gehalt des durch dreimalige Fallung 
mit Kochsalz gereinigten a-Nucleohistons.) Der Niederschlag 
libt sich sehr leicht abzentrifugieren und aus der vom Nieder- 
schlage getrennten” Fliissigkeit kann das B-Nucleohiston mit 
Essigsaure gefallt werden, 

Die Phosphorbestimmung dreier auf diese Weise bereiteten 
Priiparate von B-Nucleohiston, welche nach Neumanns Methode 
verascht wurden, ergab folgendes Resultat: 

1. 0.2675 ¢ der bet 110% bis zur Gewichtskonstanz getrockneten 
Substanz heferten O029L ¢ Mg,P,0,. P-Gehalt = 3,04 °. 

Hl. 0.2431 Substanz lieferten 0,0278 g Mg,P,0,. P-Gehalt = 3.19 ° 

Hl. 0.2770 ¢ Substanz leferten 0.0286 g Mg,P,0,. P-Gehalt = 2,88 

Im Mittel findet man also fiir den Phosphorgehalt des 
B-Nucleohistons 3.040 P. 

Sowohl aus a- wie aus B-Nucleohiston laBt sich mittels 
verdiinnter Salzsiiure in reichlicher Menge Histon bereiten. 

Das Verhalten der beiden Nucleohistone gegen Halb- 
siittigung mit Ammonsulfat ist folgendes. Betrachten wir zuerst 
das Gemisch von a- und B-Nucleohiston, so wie es durch zwel- 
malige Fillung mit CaCl, aus Thymusextrakt erhalten werden 
kann. Wiischt man dieses Ca-Nucleohiston zweimal mit ver- 
diinnter (O,3- bis 0,4°/oiger) Essigsiure, sodann mit Wasser aus, 
so labt sich der Niederschlag-in Wasser mit Hilfe von Ammoniak 
leicht) zu einer gegen Lackmus neutralen Fliissigkeit lOsen. ') 


') Durch die Auswaschung mit Essigsiiure wird das Calcium aus 
dem Niederschlage entfernt. Es ist dies insofern nétig, als sonst bei dem 
spiitern Zusatz von Ammonsulfat das Calcium als CaSO, ausfallen wiirde, 
wober nachweislich mitgerissen wird. 
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Beitriige zur Kenntnis des Thymusnucleohistons. oy 


Wenn diese Losung gegen Lackmus moglichst vollkommen 
neutral ist, so entsteht bei Halbsiittigung mit Ammonsulfat, 
auch wenn man die Fliissigkeit 24 Stunden stehen labt, kein 
oder doch nur ein iiuberst geringer Niederschlag. Wenn man 
dagegen die Nucleohistonlésung vor dem Zusatz von Ammon- 
sulfat mit Ammoniak deutlich alkalisch macht, so entsteht nach 
Halbsattigung mit Ammonsulfat in kurzer Zeit) ein grober 
flockiger Niederschlag, ohne dab aber alles Nucleohiston aus- 
gefillt wird. Die Losung von B-Nucleohiston wird bei schwach 
alkalischer Reaktion in kurzer Zeit und zwar anscheinend voll- 
stiindig durch Halbsiittigang mit Ammonsulfat gefillt. Es wird 
dagegen in einer Losung von a-Nucleohiston unter diesen Um- 
tiinden kein Niederschlag hervorgerufen; zur Fiillung dieser 
Losung ist ein weit hOherer Gehalt an Ammonsulfat erforderlich. 
Dieses verschiedene Verhalten des a- und B-Nucleohistons macht 
es wahrscheinlich, dai der Niederschlag, welcher bet schwach 
ammomakaler Reaktion in dem Gemisch von a- und B-Nucleo- 
histon durch Halbsiittigung mit Ammonsulfat entsteht, aus B-Nucleo- 
histon besteht. 

Durch Extraktion mit verdiinnter Salzsiiure habe ich aus 
a-Nucleohiston ein Nuclein erhalten, dessen Phosphorgehalt 
7,.96%/o betragt. Das a-Nucleohiston wurde dazu mit 1° oiger 
Salzsiiure gemischt: nachdem das Gemisch 18 Stunden gestanden 
hatte, wurde das Nuclein abzentrifugiert und mit 08° oiger 
salzsdure ausgewaschen. Die Phosphorbestimmungen zweier 
verschiedener Priiparate ergaben resp. 7,50 und 7,61 °%o P. 

Das B-Nucleohiston lieferte nach derselben Behandlung 
ein Nuclein, dessen Phosphorgehalt 7,33 %/o betrug. 

Beide Nucleine gaben schwache, jedoch deutliche Biuret- 
und Nanthoproteinreaktion. 

Der Phosphorgehalt der beiden Nucleine ist) anndhernd 
derselbe: ob jedoch beide Kérper identisch sind, muB ich dahin- 
vestellt sein lassen. 

Es bleibt Iter noch ein Einwand zu besprechen iibrig, 
welchen man geger die Annahme von der Existenz zweier 
Nucleohistone machen kénnte. Es wiire denkbar, dai durch 
zweimalige Fiillung des Nucleohistons mit Chlorcealcium dasselbe 
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nicht geniigend von Nucleoproteid gereinigt wird; fiir die bBe- 
reitung des B-Nucleohistons wird nun aber das mittels CaCl, 
dargestellte Nucleohiston mit) Wasser gemischt und sodann das 
g-Nucleohiston durch Zusatz von Kochsalz gefiullt. Weil das 
Nucleoproteid der betreffenden Kochsalzl6sung sehr gut 
lich ist, geht diese mobglicherweise vorhandene Verunreinigung 
in das Filtrat tiber. Aus diesem Filtrate wird das B-Nueleo- 
histon durch Filling mit Essigsiiiire hergestellt. Man konnte 
daher das B-Nucleohiston als ein Gemisch von Nucleoproteid 
und in Losung gebliebenem a-Nucleohiston betrachten. Dureh 
die Anwesenheit des Nucleoproteids (welches nur ungefithr 1°» P 
enthiilt) erkliire sich der niedrige Phosphorgehalt des B-Nucleo- 
histons. (Das a-Nuecleohiston enthiilt - 4,5 P: damit) durch 
Beimischung einer Substanz mit 1°/o P dieser Gehalt bis aut 
5° o erniedrigt wiirde, mubte allerdings die Verunreinigung 
40° betragen.) 

Greven diese Darstellung abt sich erstens anfiihren, dats, 
wie schon bemerkt, in der Losung des mittels CaCl, bereiteten 
und mit Essigsiture ausgewaschenen Nucleohistons, falls nur 
die Reaktion neutral ist, durch Halbsiittigung mit Ammonsulfat 
kein Niederschlag hervorgerufen wird; das Nucleoproteid wird 
aber, wie Malengreau zeigte, dterch Halbsiittigung mit Ammon- 
sulfat vollstiindig gefillt: meine Befunde an mit) Essigsiiure 
(nach Entfernung des Nucleohistons durch CaCl,) gefiilllen uid 
mittels Ammontiak bis zur neutralen Reaktion gelOsten Nuclec- 
proteid) stimmen damit) véllig tberein. Eine merkbare Ver- 
unreinigung des Nuecleohistons mit) Nucleoproteid) kann daher 
als ausvesehlossen gelten, 

Zweitens kann man das p-Nucleohiston selbst auf setnen 
Gehalt an Nucleoproteid priifen. Es ist schon bemerkt worden, 
dah der Phosphorgehalt des Nucleins aus B-Nucleohiston dem- 
jenigen aus a-Nucleohiston gleichkommt. Bei det 
Behandlung mit Salzsiure mui also das Nucleoproteid sich in 
der Histonl6sung befinden, denn sonst wiirde der Phosphor- 
gehalt des Nucleins weit niedriger gefunden sein worden; weil 
das Nucleoproteid in O.8° oiger Salzsiiure sehr leicht Lloslich 
ist. kann dieses Verhalten auch vornherein  erwarte! 
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werden. Ein bequemes Mittel, die Anwesenheit) des Nucleo- 
proteids in der Histonlésung zu zeigen, wird durch die Dialyse 
eegeben; sobald) der Gehalt an Sidure schr miedrig wird, fiillt 
das Nucleoproteid aus. Tatsiichlich findet- man nun, dal bei 
der Dialvse einer aus B-Nucleohiston bereiteten, klar filtmierten 
HistonlOsung keine Spur eines Niederschlags entsteht. 

Uber die Eiweibkérper der Thymusdriise ist in der letzten 
Zeit eine neue ausfiihrliche Arbeit von Bang erschienen. 
Der Autor beschreibt) darin ein Nucleohiston mit sehr hohem 
Phosphorgehalt (5,53°/0). Es war mir diese Arbeit leider nur 
als Referat im biochemischen Centralblatt) zugiinglich, weshalb 
eine Vergleichung mit dem hier Mitgeteilten an dieser Stelle 
nicht wohl modglich ist. Nur soviel glaube ich aber annehmen 
zu diirfen, dab bang nur einen Teil des Nucleohistons und 
gwar denjenigen mit hohem Phosphorgehalt in Hiinden gehabt 
hat; die ganze Darstellungsweise (u. a. der Gebrauch, welcher 
dabei von Kochsalzl6sungen gemacht wird) eignet) sich nur 
dazu, Nucleohiston mit hohem Phosphorgehalt zu liefern. Der 
Phosphorgehalt des von Bang isolierten Nucleohistons ist aller- 
dings noch hoher als derjenige des von mir beschriebenen 
u-Nucleohistons. Dies ftihrt zu den Gedanken, vielleicht 
das a-Nucleohiston oder auch beide Nucleohistonarten nicht 
jedes fiir sich noch wieder als Gemische von Substanzen mit 
verschieden hohem Phosphorgehalt zu betrachten  seien, 

Bang fabt das Nucleohiston als eine Verbindung von 
Nucleinsiiure mit Histon auf und spricht daher von «nuclein- 
saurem Histon». Zur nitheren Erorterung dieser Frage mochite 
ich einige Versuche iiber die Extraktion des Histons mittels 
Salzsiiure mitteilen. Dabei wird in Ubereinstimmung iit der 
Auffassung Lilienfelds als Nuclein diejenige Substanz be- 
zeichnet, welche man erhilt, wenn das Histon aus dem 
Nucleohiston vollstindig entfernt worden. ist. 

Wenn das miitels Chlorealcium aus Thymusextrakt 
bereitete Nucleohiston, also das Gemisch von a- und B-Nucleo- 
histon, mit O,2°% oiger Salzsiiure gemischt und nach eimiger 
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Zeit abtiltriert wird, so enthalt das Filtrat eine grofe Menge 
Histon. Extrahiert man darauf, durch Ubergiebung des Filters 
mit O.2%o1ger Salzsiiture, noch einige Male, stellt) sich 
heraus, dal schon bald im Filtrate nur iiuberst gerimege 
Mengen Histon vorhanden sind: wenn jetzt aber das 
Filter mit) Salzsiiure iibergiebt, so  enthiilt) das 
Filtrat sofort wieder viel Histon. Die Abspaltung von Histon 
durch 0.2° 0ige Salzsiiture geht also, nachdem in kurzer Zeit 
eine ziemlich grobe Menge abgespalten worden ist, nur diuberst 
langsam weiter, obwohl noch bei weitem nicht alles Histon 
entfernt worden ist. Zur Darstellung von Nuclein ist also die 
oige Salzsiiure kein geeignetes Mittel. 

Jedoch fiihrt auch die Extraktion mit 0,5° oiger Salz- 
siiure nicht zum Ziel. In mehreren Versuchen fand ich, dat 
durch stiindige Extraktion mit 0,4—0,5 Salzsiture und 
darauffoleende Auswaschung mit Salzsiiure von derselben 
Konzentration 28 bis 52°/0 vom Nucleohiston abgespalten 
wird, wiihrend bei der Anwendung von 0,7—0,8 °oiger Salz- 
siiure in derselben Zeit ungefiihr 40°/o abgespalten wird. 
Liibt man auf das mit 0,7—0,8 °/oiger HCL behandelte Nucleo- 
histon stiirkere SalzsiiurelOsungen einwirken (z. b. 1,5 °0ige HCI), 
so findet man im Filtrate nur noch sehr wenig Histon. Mittels 
OS oiger Salzsiiure liBt sich also das Histon bis auf geringe 
Reste abspalten. Untersucht man aber Filtrat) des mit 
olver Salzsiiure behandelten Nucleohistons niiher, so stellt 
sich heraus, dal darin neben Histon noch eine andere Substanz, 
wenn auch in geringer Menge, vorhanden ist. 

Zur Darstellung dieser Substanz wird die Histonlosung 
mit) Ammoniak neutralisiert, darauf mit) Essigsiure sehwach 
angesiiuert: sodann wird 1/2 bis des Volumens gesiittigter 
wiisseriger PikrinsiiurelOsung zugesetzt: das Histon fallt dadurch 

Die Menge des abgespalteten Histons wurde entweder dure) 
Wiigung des abfiltrierten Nucleins und des im Filtrate befindlichen Histons 
bestimmt, oder auch aus dem P-Gehalt des Nucleins abgeleitet; weil das 
Histon kein P enthélt und der P-Gehalt des Nucleohistons bekannt is!, 
lit sich aus dem P-Gehalt des Nucleins die Menge des abgespaltenen 
Histons bereehnen. 
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als gerobflockiger Niederschlag vollstiindig aus. Der Nieder- 
schlag wird abfiltriert und dem Filtvrate PikrinsiturelOsung ip 
crohem Uberschuf zugesetzt: es entsteht dadurch eine starke 
Tribune und nach einiger Zeit tindet man in der Fliissigkei 
bei mikroskopischer Untersuchung zahlreiche sehr kleine, gelbe 
Krystillchen. Aller Wahrscheinlichkeit nach hat man es hier 
mit dem Pikrat einer basischen Substanz zu tun. 

weiteren Untersuchung wurde krystallinische 
Substanz durch Zentrifugieren von der Flissigkeit) getrennt: 
der Niederschlag lOst sich schwer in kaltem, leicht heibem 
Wasser: aus dieser Losung kann durch Zusatz von Pikrin- 
siiure das Pikrat wieder abgeschieden werden: setzt man der 
Loisung vorher Salze oder Siiuren zu, so wird die Austiillung 
durch Pikrinséure erschwert. Das Pikrat ist in Alkohol loslich. 

Zu Uberfiihrune in das Sulfat) wurde das Pikrat— mit 
durch H,SO, angesiiuertem, absolutem Alkohol Ather 
(gieichen Teilen) behandelt. Man erhiélt dann das Sulfat als 
weibe Substanz. Hierbei mui bemerkt werden, dal vor der 
Behandlung mit Alkoholither das Wasser moglichst vollstiindig 
aus dem Pikrate entfernt sein muh, weil das Sulfat zwar in 
dem Alkoholither-Gemisch unloslich ist, sich jedoch schon bei 
Anwesenheit von sehr geringen Mengen Wasser lost. 

Die wiisserige Losung des  Sulfats zeigt folgende 
higenschaften: Die Losung gibt) die) Biuret- und XNantho- 
proteinreaktion (letztere jedoch sehwach): sie wird durch 
Ammonmak, Natronlauge, Salpetersiiure oder Metallsalze nicht 
eefallt. Pikrinsiiture, Ammonpikrat und molybdiinsaures Ammon, 
im Uberschuh zugesetzt, verursachen einen Niederschlag. 
kine neutrale Losung des Sulfats verursacht einen Nieder- 
schlag einer neutralen Losung von Nucleoproteid aus 
Thymusextrakt bereitet.4) Bei der Dialyse  diffundiert das 
Sulfat) durch das Pergamentpapier. Von Histon unterscheidet 
sich die Substanz also dadurch, dal} sie mit Pikrinsiiure 
krystallinisch ausfiillt, durch Ammoniak, Natronlauge und 


) Mit andern FiweifkOrpern wurden dieser Hinsicht keine 
Versuche angestellt. 
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Salpetersaure nicht gefallt) wird und darch Pergamentpapier 
diffundiert, 

Kine nach Kyeldahl ausgefiihrte Bestimmung ergab fiir 
den N-Gehalt des Sulfats 14.58 %o N. 

Die Substanz konnte sowohl aus a- wie aus 8-Nucleo- 
histon dargestelit werden. 

Aus dem Vorhergehenden ergibt sich, dab, wenn man 
versucht, mittels Salzsiiure alles Histon aus dem Nucleo- 
histon zu entfernen, dabet auch noch eine andere eiweil}- 
artige Substanz abgespalten wird. 

bang hat im Filtrate der mit Kochsalz gesiittigten Nucleo- 
histonlésung auber Nucleinsiiure noch eine eiweibartige Substanz, 
welche jedoch kein Histon war, nachgewiesen: diese Substanz 
soll mit der Nucleinsiiure salzartig verbunden sein: vielleicht 
ist. dieser Korper mit) der oben beschriebenen Substanz 
identisch, 

Bei der Extraktion des a- und des B-Nucleohisions mit 
1° viger Salzsiiure gelangt man, wie erwiihnt, zu Nucleinen 
mit einem Phosphorgehalt von 7,5—7,6%o resp. 7,5 °o. Diese 
Nucleine geben noch schwache Eiweibreaktionen und, wenn 
dieselben in’ Wasser mit Hilfe von Ammoniak oder Alkalien 
gelost werden, so wird die Losung durch Essigsiiure gefiillt. 
Ks stellt sich also heraus, dab, obwohl durch die Salzsiiure 
nicht nur das Histon, sondern dabet noch eine andere eiweili- 
artige Substanz abgespalten worden ist, die ungelost gebliebene 
Substanz dennoch keine Nucleinsiiure darstellt. Es miissen also 
noch weitere eiweibartige Gruppen in diesen Nucleinen vor- 
handen sein. Was das a-Nucleohiston anbelangt, habe ich 
diese Gruppen durch Extraktion des betreffenden Nueleins 
wiihrend #8 Stunden mit 2 “oiger Salzsiiure teilweise abspalten 
kOnnen, wodurch eine den Nucleinsiiuren schon recht nahe 
stehende Substanz mit 8,67°o P erhalten wurde: dieser Korper 
vab nahezu keine Eiweibreaktionen: Filtrate war kein 
Histon nachzuweisen, 

Selbstverstiindlich wird durch diese Versuche die Richtig- 
keit der Auffassung Bangs, dai das von erhaltene 
Nuecleohiston nur aus Nucleinsiiure und Histon besteht, nicht 
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bestritten, weil meine Versuche sich auf das gesamte Nucleo- 
histon beziehen, wahrend mir derjenige Teil des Nucleohistons 
mit sehr hohem Phosphorgehalt, welchen bang erhalten hat, 
gar nicht isoliert zur Verfiigung stand. 

Die bBindung des Histons am Nuclein wahrscheinlich 
als eine salzartige aufgefabt werden und zwar so, dab die 
Siiurekomponente durch das Nuclein, der basische Bestandteil 
durch das Histon vertreten ist. Wenn dies der Fall ist, libt 
sich erwarten, daB nach Abspaltung des Histons das Nuclein 
stiirker saure Eigenschaften erhalten haben wird und z. B. 
mehr Calcium zu binden vermag, als das Nucleohiston. Im 
folgenden wird diese Annahme gepriift) werden. Zu 
diesen Versuchen habe ich das mittels Chlorealcium  gefiillte 
Gemisch von a@- und B-Nucleohiston benutzt; die Durchfihrung 
der Versuche mit beiden Nucleohistonarten fiir sich gesondert 
wiire allerdings vorzuziehen, doch wiirde dadureh die Arbeit 
erheblich erschwert worden sein, wiihrend man doch auch in 
diesem Falle nicht mit Gewibheit) hiitte behaupten  kénnen, 
die Versuche seien einheithchen Substanzen  angestellt 
worden, 

Das zweimal mit CaCl, gefiillte Nucleohiston wurde mit 
0.5 oiger Essigsiiure ausgewaschen,') sodann wihrend 18 Stunden 
mit 0,0 ° oiger Salzsiiure extrahiert: das Nuclein?) wurde darauf 
abzentrifugiert und mit 0.5 ° oiger Salzsiiure weiter mit Wasser 
ausgewaschen. Der Niederschlag wurde in Wasser mit Hilfe 
von Ammoniak bis zur gegen Lackmus schwach alkalischen 
Reaktion vollstandig geldst. Aus dieser Losung wurde das 
Nuclein’ durch Zusatz von CaCl, bis za eimem Gehalt von 
als Calciumsalz gefillt: die Fillung ist) nahezu_ voll- 
standig: um aber auch den gelést gebliecbenen Teil zu_ fiillen, 
wurde nach dem Zusatz von CaCl, noch das doppelte Volumen 

1) Diese Auswaschung geschah nur darum, weil es sich heraus- 
stellte, daf¥ sich das Nuclein spiiter besser loste, wenn vor der Extraktion 
mit Salzsiiure das Calcium aus dem Nucleohiston entfernt worden war. 

2) Es ist schon erértert worden, dafi durch Extraktion mit 0.5° oiger 
Salzséiure nicht alles Histon abgespalten wird; der Bequemlichkeit wegen 
werde ich aber hier die gebildete Substanz Nuclein nennen. 
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Alkohol zugesetat: der Niederschlag setzt sich dann sehr leicht ab 
und im Filtrate Jabt sich kein Nuclein mehr nachweisen. Das so 
bereitete Ca-Nuclein wurde durch Auswaschen in der Zentrifuge 
mit 92° oigem Alkohol vom iiberschiissigen CaCl, getrennt, sodann 
unter absoluten Alkohol gebracht, abfiltriert und getrocknet. 

Die Calciumbestimmung in dieser Substanz geschah auf 
foleende Weise: Die bei 110° bis) zur Gewichtskonstanz 
getrocknete Substanz wurde mit O.S° oiger Salzsiture gemischt, 
wodurch das im Ca-Nuclein vorhandene Calcium als CaCl, in 
Losune geht. Das Gemisch blheb 2% Stunden stehen und 
wurde dann abfiltriert und das Filter mit OS® oiger Salzsiiure 
ausgewaschen. Das abfiltrierte Nuclein) wurde nochmals aut 
dieselbe Weise behandelt, nach 24 Stunden abfiltriert und 
wieder mit Salzsiiure gemischt: diese dritte Extraktion dicnte 
is Kontrolle fiir die vollstindige Abspaltung des Calciums in 
den folvenden Versuchen konnte aus dem dritten Fiitrate 
keine wiigbare Menge von Calcium mehr erhalten) werden. 
Die beiden ersten Filtrate wurden gesammelt, mit) Ammoniak 
alkalisch gemacht, darauf mit Essigsiiure angesiuert und nocti- 
mals filtriert. Das Filtrat) wurde durch Abdampfen cingeengt 
und das Calcium sodann in der tiblichen Weise mit oxalsaurem 
Ammon gefallt und als CaO gewogen. 

Wenn auch der Caleiumegehalt des Nucleins sich bei den 
folgenden Bestimmungen als betriichtlich hOher heraustellt: als 
derjenige des Ca-Nucleohistons, so muh dabei doch in betracht 
eezogen werden, dab das Nuclein geringeres Molekular- 
vewicht besitzt als das Nueleohiston: es ist) daher auch in 
dem wegen der Abspaltung des Histons keine neuen 
Siiuregruppen freikommen, ein Calciumgehalt des 
Nucleins zu erwarten.  Indessen kann berechnet werden, um 
wieviel der Calciumgehalt des Nucleins deswegen erhoht sein 
falls bekannt ist, wieviel Histon abgespalten worden 
ist. Die prozentische Menge ‘des abgespaltenen Histons lift 
sich nun bequem aus dem Phosphorgehalt des) Nucleins in 
Vereiigung mit) dem bekannten P-Gehalt) des Nucieohistons 
ableiten. Den Calciumbestimmungen sind daher im folgenden 
die Phosphorbestimmungen hinzugefugt. 
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gehalt = 4.55% 0: folglich binden 100 mg Ca-freies Nuclein 4.77 me Ca. 
0.2189 ¢ Ca-Nuclein lieferten 0.0417 ¢ Mg PyO,. Phosphorgehalt 


_ 


Priip. 1. O4258 ¢ Ca-Nuclein leferten 0.0270 CaO. Caleium- 


5.32% o: das Ca-freie Nuclein enthilt demnach 3.57" o P. 
Priip. O.2767 Ca-Nuclein leferten 0.0159 CaO. Caleium- 


eehalt = +.10° folglich binden 100 me Ca-freies Nuclein 4.28 me Ca 
0.2568 ¢ Ca Nuclein lieferten 0.0465 Phosphorgehalt = 


das Ca-freie Nuclein enthilt demnach 5.27% 0 P. 

Priip. Wl. O3277 ¢ Ca-Nuclein leferten CaO. Caleium- 
gehalt = +.08°%o: folglich binden 100 me Ca-fretes Nuclein 4.25 mye Ca 

g Ca-Nuclein heferten 0.0650 ¢ Mg Phosphorgehalt 
5.120: das Ca-freie Nuclein enthilt demnach 5.36% P. 

Priip. IV. O4312 ¢ Ca-Nuclein leferten 0.0271 ¢ CaO. Caleiun- 
echalt == +490: folglich binden 100 me Ca-freies Nuclein me Ga. 

0.2355 ¢ Ca-Nuclein lieferten ¢ Mg Phosphorgehalt = 
5.25% o: das Ca-freie Nuclein enthiélt demmnach 5.16% P. 

Rechnet man den Phosphorgehalt des Nucleohistons (freie 
siture) zu 3,80°,, so findet man im Falle des Prap. 
O8.18°, des Nucleohistons als Nuclein zuriickgeblieben ist, 
folelich 31,82°, Histon abgespalten worden ist. In friiheren 
Versuchen?) wurde der Caleiumgehalt) des Ca-Nucleohistons im 
Mittel aus dret Bestimmungen zu 1,34°, gefunden. Eine neue 
Bestimmung, wober das Calcium durch Auskochen mit 4° , iger 
Essigsiiure dem Ca-Nucleohiston entzogen wurde, ergab 
1.5929) Ca (O.8515 @ der Substanz leferten 0.0162 @ Cad). 
Als) Mittel aus diesen vier Bestimmungen resultiert) ein Ca- 
Gehalt von 1,35°,: 100 mg Ca-freies Nucleohiston  binden 
also 1.57 mg Ca. Falls wegen der Abspaltung des Histons 
keine neuen Siiuregruppen freikiimen, wiirden also 68.18 mg 
Nuclein auch 1,37 mg Ca binden. Tatséichlich wurde gefunden, 
dali 100 mg Nuclein 4,77 mg Ca zu binden imstande waren 
oder 6818 mg Nuclein 3,25 mg Ca. Der Unterschied von 
1.88 mg Ca dem Freiwerden von neuen Siuregruppen zu- 
geschrieben werden.  Ftihrt man dieselbe Berechnune fiir die 
Priip. Il, und IV aus, so findet man, dali das Nuclein an 
Stelle von 1,37 mg Ca resp. 3.08 mg Ca, 3,02 mg Ca und 
3.26 mg Ca bindet: die Unterschiede betragen also 1,71, 1.65 
und 1.89 mg Ca. 


Diese Zeitsehr.. Bd. XXNII. 179. 
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Wenn die Bindung des Histons am Nuclein als eine salz- 
artige aufgefabt werden soll, so miissen den neu auftretenden 
Siiuregruppen gegeniiber im Histon basische Gruppen freiwerden, 
welche bei der Abspaltung durch die Salzsiiure gesiithigt werden. 
Wihlen wir als Beispiel wieder Prép. I, so miissen die auf 
100 mg Nucleohiston abgespaltenen 38,31 mg Histon eine mit 
188 mg Ca iiquivalente Menge von Cl gebunden haben. Es 
wird hier die Rechnung auf Schwefelsiiture an Stelle von Salz- 
siiture bezogen werden und es ergibt sich dann, dab 38,51 mg 
Histon 4,51 mg SO, zu binden imstande sein miissen oder 
100 mg Histon 14,18 mg Fiir die Priiparate IT, und 


IV findet man auf dieselbe Weise resp. 14,73, 13,77, und 
li.8¢ mg SO,. Im Mittel miissen also 100 mg Histon 14.58 mg 


SQ, zu binden imstande sein. 

Zur Vergleichung wurde der Schwefelsiituregehalt des 
Histonsulfats auf direktem Wege bestimmt. Das Histonsulfat 
wurde dazu auf foleende Weise bereitet. 

Zweimal mittels CaCl,  gefiilltes Nucleohiston wurde 
wiihrend 18 Stunden mit 0,5° jiger Salzsiiure extrahiert: die 
Histonlosung wurde darauf abfiltriert, mit Ammoniak neutra- 
lixiert und mit Essigsiiure schwach angesiiuert: diese Fliissigkeit 
wurde nochmals filtriert. Aus dem Filtrate wurde dias Histon 
durch Zusatz eines gleichen Volumens gesittigter wiisseriger Pikrin- 
siiurelOsung gefiillt. Der Niederschlag wurde mit durch Schwefel- 
siiure angesiiuertem Alkohol und Ather (gleichen Volumteilen) 
so lange extrahiert, bis derselbe vollig weib geworden war.?) 


Das gebildete Histonsulfat ist in Alkoholither v6llig unldslich; 
das Histonpikrat sich aber teilweise in Alkohol oder Alkoholither: 
der nicht gelOste Teil bleibt auch beim weitern Auswaschen mit Alkoho! 
ungelést zuriick, sodafi auf diese Weise das Histon vielleicht zwei 
verschiedene Histonarten zerlegt werden kann. Der im Alkohol geldste 
Teil kann aus dieser Losung durch Zusatz von Schwefelsiiure als Sulfat 
cefillt werden. Wenn beide Teile des Histonpikrats fiir sich gesondert 
im Sulfat umgewandelt werden, so zeigen die Lésungen dieser Sulfate 
vollig gleiches Verhalten gegen die Histonreagentien. Falls hier auch 
ewer Histonarten vorliegen. so hat dies doch mit der Sonderung des 
Nucleohistons in zwei Nucleohistonarten anscheinend nichts zu schafien, 
denn sowohl das Histonpikrat aus a-Nucleohiston als dasjenige aus 
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Der UberschuBb von H,SO, wurde durch Auswaschen mit 
gleichen Teilen Alkohol abs. und Ather entfernt.  Schlielich 
wurden die Histonpraparate zu vollig weiben Pulvern getrocknet. 

Fiir die Bestimmung des Schwetfelsiiuregehaltes wurde 
das Histonsulfat bei 110° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet: 
die Substanz wurde sodann in 0,2°,iger Salzsiiure gelOst: das 
Histonsulfat lost sich in diesem Falle leicht und vollstiindig zu 
einer fast wasserhellen Fliissigkeit, welche noch alle Histon- 
reaktionen gibt (es ist dies insofern bemerkenswert. als sich 
das Histon, falls dasselbe als freie Base geetrocknet wird, 
anders verhilt: es l6st sich dann zwar noch ziemlich gut in 
verdiinnter Salzsiure, immer aber bleibt ein Teil als glasige 
Gallerte ungelost zuriick Die Losung wurde bis zum Kochen 
erhitzt, wobei dieselbe keine Spur einer Triibung zeigte. die 
Schwefelsiure sodann gewoOhnilicher Weise durch Fiiilung 
mit BaCl, als BaSO, bestimmt. 


Priip. 1. 0.2324 Histonsulfat lieferten 0.0879 ¢ BasO,: SO,-Gehalt 


Priip. Il. 0.1822 Histonsulfat leferten 0.0702 ¢ BasO,: 50,-Gehalt 
ae 45,87 


Priip. IIL. O.1644 Histonsulfat leferten 0.0629 


BasO,: SO,-Gehalt 
sx 95.76%) 

Im Mittel wurde also fiir den SO,-Gehalt des Histonsulfats 
15.74° 4 gefunden, oder 100 mg Histon binden 18.68 mg SO,. 
Friiher ist schon nachgewiesen worden,?) dai die Salze des 
Histons stark hydrolytisch dissociirt sind. Es wurde gefunden, 
dab. falls Methylorange als Indicator benutzt wird, die Histon- 
losung saure Reaktion zu zeigen beginnt, wenn das Histon 
etwa 6° Salzsiiure gebunden hat, welches mit ungefiihr 8° , 
Schwefelsiiure tibereinstimmt. Aus dem Vorhergehenden erhellt, 
dafi das Histon noch weit mehr Schwefelsiiure zu binden ver- 
8-Nucleohiston bereitet. konnte in Alkohol nur teilweise gelOst werden. 
Es soll hier bemerkt werden, daly von Malengreau und neuerdings von 
pang die Existenz von zwei Histonarten im Thymusauszuge angezeigt 
worden ist. 

1) Letzteres wurde auch von Bang beobachtet (Diese Zeitsebr.. 
Bd. XXVIII S. 463). 

Diese Zeitschr.. Bd. XXXIV. S. 32. 
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mag. falls man der hydrolytischen Dissociation moglichst  voll- 
stiindig vorbeugt: fiir die Auswaschung des Histonsulfats wurde 
daher absoluter Alkohol und Ather benutzt: in einem Falle, 
wober einige Male mit 92°, igem Alkohol ausgewaschen worden 
war, fand ich den SO,-Gehalt: bis auf 13,58°') erniedrigt. 

Die Menge SO,, welche 100 mg Histon zu binden vermag 
(18,68 me), zeigt sich nicht unbetréehtlich hoher, als auf in- 
direktem Wege aus dem Calciumgehalt des Nucleins abgeleitet 
worden war (14.38 mg). Kine Ubereinstimmung ist aber auch 
nur dann zu erwarten, falls im Nucleohistonmolekiil siimtiiche 
basische Gruppen des Histons an Siiuregruppen des Nucleins 
gebunden sind, Es sich mun wahrscheinlich machen, dab 
dies mieht der Fall ist. 

Es wurde dazu Ca-Nucleohiston mit verdiinnter Essig- 
siiure ausgewaschen und in Wasser durch Zusatz von Ammoniak 
velOst. Die Lésung wurde mit gesiittigter wasseriger Pikrin- 
siureldsung vefillt; der Uberschu$ von Pikrinsiiure wurde 
durch Auswaschen mit) Alkoholiither  entfernt. gelingt 
dabei nicht, auch wenn die Auswaschung geniigend lange fort- 
gesetzl wird, alle Pikrinsiiure aus dem Niederschlage zu ent- 
fernen, und es ergibt sich also, dai das Nucleohiston Pikrinsiiure 
zu binden vermag. 

Die Uberfiihrung des Nucleohistonpikrats im Sulfat behufs 
Bestimmung der gebundenen Menge Schwefelsiiure schien mir 
nicht statthaft, weil die dazu zu benutzende Schwefelsiiure das 
Nucleohiston zerlegen kOnnte; es wurde daher die Menge der 
gebundenen Pikrinsiiure selbst) bestimmt. 

Dazu wurde das Nucleohistonpikrat mit einem Gemisch 
von Alkohol und Ather, welchem Salzsiiure bis zu einem Ce- 


Das Nucleohistonpikrat ist ino Alkoholiither ein wentig lOslich; 
ber der Auswaschung bleibt daher schlieBlich das Filtrat. wenn auch 
sehr wenig. gelb gefiirbt. Das in Alkoholiither geliste Nucleohistonpikrat 
kann dureh Zusatz von Siiuren, wodurch das Pikrat zerlegt wird, gefillt 
werden: der abfiltrierte Niederschlag ist in Siuren unléslich, in Ammoniak 
lereht loshlich; letzteres zum Beweise, dafs es sich hier nicht etwa um 
Histon handelt. welches auch, wie schon bemerkt, als Pikrat in Alkohol- 


dither ziemlich gut loshlieh ist. 
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halt von 1°, zugesetzt worden war, gemischt und durch ein 
vewogenes Filter abfiltriert: sodann wurde die Substanz mit 
salzsiiturehaltigem Alkoholiither so lange extrahiert, bis dieselbe 
ganz weil geworden war. Das Filter wurde mit Alkohol- 
dither ausgewaschen und bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, 
wodurch also das Gewicht des benutzten Nucleohistons bekannt 
war (es ist sehr wohl moglich, dab 1° ige Salzsiiure auch in 
der alkoholisch-dtherischen Lésung das Nucleohiston in Nuclein 
und Histon zu zerlegen vermag: weil aber diese beiden Sub- 
~tanzen Alkoholiither unloslich sind, so erleidet 
dadurch kein Verlust). Zur Entfernung der Salzséiure wurde 
das Filtrat bis zur Trockne abgedampft, der Trockenriickstand 
in’ Alkohol aufgenommen und nochmals bis zur Trockne ab- 
sedamptt. Darauf wurde der Trockenriickstand in’ Wasser 
gelost und in dieser Lésung die Pikrinsiiure durch Titration 
)-n-NaOH bestimmt (Indikator Phenolphthalem). Es wurde 
auf diese Weise gefunden, ¢ Nucleohiston 0.1008 
Pikrinsdure zu binden imstande waren: 100 mg Nucleohiston 
binden also 10,23 mg Pikrinsiiure oder 2,14 mg SO,. 

Es ist nun sehr wahrscheinlich, dab die freien basischen 
Gruppen, welche das Nucleohiston enthilt, in erster Linie der 
Anwesenheit des Histons im Nucleohistonmolekiil zugeschrieben 
werden miissen, weshalb der Wert, welchen man fiir den 
Schwefelsiiuregehalt des Histonsulfats auf direktem Wege findet, 
hoher ausfallen als wenn derselbe aus dem Calcium- 
gehalt des Nucleins abgeleitet worden ist. Neben Histon sind 
aber im Nucleohistonmolekiil noch andere basische Substanzen 
vorhanden und es léiBt sich daher der genaue Betrag dieser 
ErhGhung nicht angeben. Falls die freien basischen Gruppen 
des Nucleohistons alle am Histon haften, findet man, da’, weil 
das Nucleohiston ungefaéhr 40°, Histon enthilt, 40 mg Histon 
2.14 mg SO, mehr binden miissen als aus dem Ca-Gehalt des 
Nucleins abgeleitet werden kann, also 100 mg Histon 5.55 mg 
SO, mehr: 100 mg Histon wiirden daher héchstens 19,73 mg 
SO, (= 14,58 + 5,35) binden konnen. Tatsiichlich wurde 
gefunden, dafi 100 mg Histon etwas weniger und zwar 18,68 mg 
SO, zu binden imstande waren. 
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Die Salze, welche das Nucleohiston infolge der Anwesen- 
heit von freien basischen Gruppen mit Siiuren zu bilden vermag, 
sind stark hydrolytisch gespalten, wie sich daraus ableiten labt, 
dab das mit Pikrinsiiure gefiillte Nucleohiston zwar durch 
Auswaschen mit) Alkoholiither nicht) von Pikrinsiiure  befreit 
werden kann, durch einmalige Auswaschung mit einer nicht 
allzu geringen Menge von Wasser jedoch schon nahezu weil 
wird, wiihrend das Filtrat gelb gefiirbt erscheint. Es handelt sich 
hier also jedenfalls um sehr schwach basische Gruppen. Hiermit 
im Einklang steht der Befund, dafi auch die Salze des Histons 
einer betraéchtlichen hydrolytischen Dissociation unterliegen. Nur 
bei der Anwesenheit von einem Uberschu$ von Anionen kann 
das Nucleohiston mit diesem in Wasser bestiindige Salze bilden. 
Kine Beobachtung, welche wegen der Existenz von 
basischen Gruppen Nucleohistonmolekiil einer Erklirung 
zugiinglich wird, ist die folgende. Wenn man Natrium- oder 
Calciumnucleohiston zur Darstellung der freien Nucleohiston- 
siiure mit Essigsiiure behandelt) und darauf mit Wasser gut 
wuswiischt, so lost sich der Niederschlag in) KochsalzlOsung 
(z. B. 3%oiger NaCl). Hiernach konnte man annehmen, dat 
das Nucleohiston als freie Siiure in Kochsalzlésung loslich ist: 
in Wirklichkeit ist dies jedoch nicht der Fall: denn setzt man 
der Losung einen Tropfen starker Essigsiiure zu, wodurch der 
Gehalt der Losung an NaCl kaum verringert wird, so fillt das 
Nucleohiston flockig aus. Der Vorgang der Auflésung in Kochsalz 
kann nun auf foleende Weise erklirt werden. Durch die Aus- 
waschung mit Essigsiiure erhilt man die freie Siiure des Nucleo- 
histons: die basischen Gruppen dieses Korpers werden aber dabei 
durch die Essigsiiure gebunden: doch wird durch die daraut 
foleende Auswaschung mit Wasser auch diese Verbinduyg zerlegt 
und es resultiert also eine Substanz, welche zu gleicher Zeit free 
hasische und Sauregruppen besitzt. Setzt man dieser Substanz 
NaCl zu, so vermag dieselbe sich sowohl mit dessen Anionen als 
mit den Kationen zu binden und das Ergebnis wird also sein. 
dali wieder ein lOsliches Nucleohistonsalz gebildet wird; setzt 
man der Losung Essigsiiure zu, so werden die Na-lonen dem 
Nucleohistonsalz entzogen und die freie Siiure fiillt wieder aus. 
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Zur Methodik der Ammoniakbestimmung. 
Von 
Alfred Schittenhelm. 


(‘Aus der medizinischen Klinik der Universitit Breslau.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9. Juni 1903.) 


Mit der alten SchlOsing-Neubauerschen Methode der 
Ammoniakbestimmung werden nur anniihernde Werte gefunden. 
Dieselben sind zwar fir den Ammoniakgehalt des Urins noch 
relativ brauchbare, zu der Bestimmung des Ammoniakgehaltes 
von Blut und Geweben ist die Methode jedoch so gut wie nicht 
verwendbar. Es haben sich daher in den letzten Jahren ver- 
schiedene Forscher mit der Methodik der Ammoniakbestimmung 
beschiiftigt, in der Absicht, an Stelle der mehrere Tage dauern- 
den und ungenauen alten Methode eine geniigend genaue und 
schnell auszufiihrende neue zu setzen. 

Wurster?) suchte diese Ubelstiinde durch die Destillation 
im Vacuum zu beseitigen, eine Methode, wie sie mehrere Jahr- 
zehnte friiher schon von bBoussingnault?) angegeben war, 
ohne dah sie jedoch damals eine verbreitetere Anwendung 
gefunden hiitte. SOldner?) und Nencki und Zaleski‘) haben 
die Methode modifiziert. Der relativ§ komplizierte Apparat, 
welcher auch in seinen Modifikationen nicht vereinfacht ist, 
war wohl der Hauptgrund, weshalb die Methode keine allge- 
meine Anwendung gefunden hat. Eine von Folin’) angegebene 

'; Zentralblatt f. Physiologie 1887, 5. 485. 

2) Journal f. prakt. Chem., Bd. 51, S. 281 (1850), 

Zeitsehr. f. Biologie, Bd. 38, S. 237. 
*) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmak.. Bd, XXXVI, 5. 385. 
| Diese Zeitschr., Bd. XXXII und XXXVIIL. 
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Methode ist inzwischen von dem Autor selbst als fehlerhatt 
erkannt worden. 

Kriiger und Reich?!) haben eine Modifikation der 
Wursterschen Methode angegeben, welche, da sie bis jetzt 
nur in der Dissertation von Reich publiziert ist, offenbar noch 
nicht weiter bekannt geworden ist. Die Modifikation besteht 
in der Verwendung von Alkohol als Zusatz bei der Vacuum- 
destillation, wodurch cinerseits die Siedetemperatur  herab- 
vesetzt, andererseits das liistige Schiitumen des mit Alkali ver- 
setzten Urins so sehr vermindert wurde, dab eine Verein- 
fachung des Apparates moglich wurde. Die Methode ist die 
foleende: In einem Destillationskolben werden 25 ccm Harn 
mit 10¢em Kealkmilch und 10 com siturefreiem 96° oigen Al- 
kohol gemischt und nun mit der als Vorlage dienenden Peli- 
gotschen Rohre verbunden, welche 20 cem "',, Normalsalzsiiure 
enthiilt und gut in Eis gekiihlt ist. Der zweite Schenkel der Peli- 
gotschen Rohre ist mit der Wasserstrahlpumpe  verbunden. 
Die Destillation geschieht) durch Erhitzen des ersten Kolbens 
im Wasserbade, dessen Temperatur 43° nicht tiberschreiten soll, 
unter einem Druck von 30—40 mm Quecksilber. 17 Minuten 
nach Beginn des lebhaften Siedens ist die Destillation beendet. 
Dann man zum Schlusse durch emen am_ Destillations- 
kolben angebrachten Quetschhahn 10 cem Alkohol zu. welcher 
den Kolbeninhalt wieder in lebhaftes Sieden bringt und die in 
der Uberleitungsréhre befindlichen Wassertropfen wegspiilt. Jetzt 
wird die Wasserstrahlpumpe nach vorherigem Abklemmen ihrer 
Verbindung mit der Peligotschen Kohre abgestellt, darauf durch 
den am Destillationskolben angebrachten Quetschhahn die Luft 
in den Kolben und in die Vorlage eingelassen und endlich der 
Inhalt der Peligotschen Rohre mit ",, Normalnatronlauge zuriick- 
titriert, wobet Rosolsiiure als Indikator benutzt wird. 

Vor kurzem hat Folin?) eine neue Methode zur be- 
stimmung des Ammoniaks im Harne und anderen tlerischen 
Fliissigkeiten angegeben. Dieselbe beruht darauf, aus der 


A. Breslau 1902. 
Diese Zeitschr.. Bd. XXXVI S. 161. 


~ 
BOF: 
TS 
ps 


Zur Methodik der Ammoniakbestimmunege. i” 


das Ammoniak enthaltenden Fliissigkeit, nach Zusatz eines 
schwachen Alkalis, wie Natriumearbonat oder Calciumhydrat, 
das freigesetzte Ammoniak bei Zimmertemperatur oder sogar 
in der Kalte durch einen starken Luftstrom ausgetrieben wird. 
Der Luftstrom mu ziemlich stark sein (600—700 | per Stunde), 
um aus 25 oder 50 com Fliissigkeit alles Ammoniak in 1—1! 2 
Stunden auszutreiben. Ich will Mer sofort bemerken, da®- ich 
init dieser Methode keine Kontrollversuche anstellen konnte, 
da sich bald ergab, unsere Wasserstrahlluftpumpen offen- 
bar keinen geniigend starken Luftstrom erzeugen konnten, um 
alles Ammoniak auszutreiben, 

Da ich mich zum Zwecke ausgedehnter Untersuchungen 
des Ammoniakgehaltes vom Urin') der Kriiger-Reichsehen 
Modifikation der Wursterschen Methode bedienen wollte, habe 
ich dieselbe einer Kontrolle unterzogen, wobei sich ergab. dab 
fiir den Urin ausgezeichnete Hesultate liefert. Eine Reihe 
von 20 Doppelbestimmungen in je 380 com Harn ergab als 
hoehste Differenz zwischen den einzelnen Versuchen com 
'., Normalsiiure, entsprechend 0,3% mg Ammoniak, als mittlere 
Differenz aber nur 0,081 ccm Normalsiiure 0.1377 mg 
Ammoniak. Hohere Differenzen als 0,2 cem Normalsiiure 
wurden me erhalten. Beim nochmaligen Destillieren des Riick- 
~tandes von dret verschiedenen Versuchen durch 20° Minuten 
hindurch nach Zusatz von weiteren 10 com Kalkmilch, 15 cem 
Wasser und 20 cem Alkohol wurden fiir Ammoniak verbraucht: 
0.07, O05, 0,05 com Normalsiiure. Es geniigte ein 
Tropfen der ‘4, Normalsiiture zur Bindung des bei der Nach- 
destillation tibergegangenen Ammoniaks. Hiernach kann eine 
/ersetzung stickstoffhaltiger KOrper im Urin durch diese Methode 
ausgeschlossen werden und ich habe daher von hkontrollver- 
suchen mittels Harnstoffl6sungen u.s.w. um so eher Abstand 
genommen, als Reich schon genaue Versuche damit anstellte. 
Meine Versuche stimmen mit den von Reich ausgefiihrten gut 
iiberein. Es ist demnach die Kriiger-Reichsche Methode 


1, Die Arbeit wird in einem der niichsten Hefte des Arechivs fiir 
Kiinsche Medizin erscheinen. 


ty Teed 
he 
Vea 
aly: 


70 Alfred Schittenhelm, 


eine fiir die Ammontakbestimmung im Urin durchaus 
vollkommene, welche vor allem infolge ihrer einfachen Aus- 
fiirung sich fiir klimische Zwecke vorziiglich eignet. 

Die Anwendung der Methode zur Bestimmung des Am- 
mnoniakgehaltes der Faeces stieh dagegen auf Schwierig- 
keiten, insofern sich ergab, dabei eine gleichmabig 
verlaufende Zersetzung stickstoffhaltiger Korper statt- 
fand. Zu diesen Versuchen zerrieb ich ganz frische Faeces 
in der Reibschale aufs feinste mit 4/2°/oiger Salzsiure- 
lOsung. Darauf fillte ich das Ganze auf ein bestimmtes Vo- 
lumen auf und nahm davon zu den einzelnen Bestimmungen 
com. Die Doppelbestimmungen mittels der Kriiger- 
Reichschen Methode ergaben im Anfang scheinbar tiberein- 
stimmende Resultate. Als ich jedoch den Riickstand melhr- 
miliger Nachdestillation unter nochmaligem Zusatz von Wasser, 
Kalkmilch und Alkohol unterwarf, ergab sich, dab von 80° zu 
Minuten stets genau eine Ammoniakmenge frei wurde, 
welche 1 Normalsiiure entsprach. Ein Versuch, diesen 
Mifstand durch cine Herabsetzung der Temperatur zu 
heben, indem ich an Stelle des Athylalkohols Methylalkoho! 
verwandte und anfangs bei 36° dann bei 33° destillierte, mib- 
lang, indem sich sofort zeigte, dab auch hier eine gleichmibig: 
Zersetzung von stickstoffhaltigen Korpern, wenn auch in weniger 
breitem Mabstabe, stattfand. Ich erhielt bei den Nachdestilla- 
tionen Ammoniakmengen, welche 0,37, 0,41 und 0,31 usw. ccm 
Normalsiiure entsprachen. Es ist) daraus ersichtlich, dab 
nicht die Temperatur, sondern wahrscheinlich das an- 
gewandte Alkali die Schuld am Miblingen traf. 

beim Suchen nach einem geeigneten Alkali verwandic 
ich zuerst’ Barvum-, dann Strontiumhydroxyd, ohne jedoch 
bessere Resultate zu erzielen. Magnesiumoxyd hatte ebenfalls 
zersetzende Wirkung. Kupferhydroxyd erwies sich als zu sehwach, 
indem ber dessem Zusatz offenbar nicht alles Ammoniak aus- 
getrieben wurde, 

leh kam demnach zu demselben Resulsate, zu dem auc!) 
Folin gekommen ist, dab niimlich an der Zersetzung stich- 
stoffhaltiger Substanzen die angewandten Alkalien, 
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resp. deren Hydroxylionen die Schuld tragen. Folin ver- 
wendet deshalb bei seiner Methode Natriumchlorid und 
krystallisiertes Natriumearbonat zur Alkalisierung und 
tindet dieselben fiir sehr geeignet. Meine Beobachtungen stimmen 
damit gut tiberein, indem sich des weiteren bei Verwendung 
yon Natriumearbonat als Alkali die Vacuumdestillation fiir die 
verschiedensten Objekte (Urin, Faeces, blut usw.) als durchweg 
zuverlassig erwies. 

Im Anfang war das Schiiumen iiuberst liistig. Es zeigte 
sich jedoch, dai dasselbe durch 6fteren Zusatz von 15—20 com 
Alkohol und eventuell, falls die Fliissigkeit zu sehr eingedampft 
war, von 10—15 cem destilliertem Wasser leicht vernmieden 
werden konnte. Man muf sich aber beim Zusetzen des Al- 
kohols usw. petnlichst hiiten, durch gleichzeitiges Einlassen 
von Luft Schwankungen des Vacuums herbeizufiihren, weil diese 
sehr intensives Schiiumen verursachen. Zur Vermeidung dieser 
St6rung ist vor allem das Glasrohr, durch welches der Alkohol usw. 
in den Kolben gebracht wird, am unteren Ende in eine Kapil- 
lare auszuziehen. Sollte jedoch trotz aller Vorsicht Luft cin- 
dringen, so libt man so lange Alkohol ganz langsam zutlieben, 
bis das Vacuum wieder sein Maximum erreicht hat. 

Die Methode gestaltet sich demnach folgender- 


maben: 

25—)O com des auf seinen Ammoniakgehalt§ zu unter- 
suchenden Objektes, welches eventuell bei fester Konsistenz 
vorher mit) 3/2%/oiger Salzsiiurelosung gut in der Reibschale 
verrieben und auf ein bestimmies Volumen aufgefiillt) wurde, 
werden im Destillationskolben mit ca 10g Natriumehtorid ver- 
<etzt und darauf soviel Natriumearbonat zugesetzt, bis deut- 
liche alkalische Reaktion vorhanden ist. Hiezu geniigt meist 1g. 
Hierauf wird der Kolben ins Wasserbad gesetzt und mit der 
ils Vorlage dienenden, Eiswasser ruhenden  Peligotschen 
Rhohre, welche vorher 10—30 com ',, Normalsiiure mit 
cinigen Tropfen Rosolséure gefiillt worden war, verbunden. 
An den zweiten Schenkel der Peligotschen Rohre wird nun die 
Wasserpumpe angeschlossen und sofort so gut wie modglich 
evacuiert, Sobald das Vacuum den hoéchsten Grad erreicht hat, 
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werden durch den am Kolben  angebrachten Quetschhahn 
ca. 20 com Alkohol zugegeben und nun das Wasserbad auf eine 
Temperatur von ca 43° gebracht. In der Folge gebe ich von 
10 zu 10 Minuten 15—20 cem Alkohol auf dieselbe Weise zu, 
eventuell auch noch 10—15 com Wasser, falls die Fliissigkeit 
zu orasch eindampft. Zum Schlusse werden zur Verjagung der 
Wassertropfen der Uberleitungsréhre nochmals 10 ccm Al- 
kohol zugegeben. Nach 30—%40 Minuten ist die Bestimmung 
zu Ende geftihrt. Es wird nun durch einen Quetschhahn die 
Wasserstralilpumpe von der Peligotschen Rohre abgeschlossen 
and darauf durch vorsichtiges Offnen des an dem Kolben an- 
gebrachten Quetschhahns die Luft) langsam) kinstromen 
gebracht. Trotzdem ein Erhitzen auf 53° nichts an der Genauig- 
keit der Methode schadet (s. unten II, ¢), so empfiehlt es) sich 
doch, das Wasserbad auf einer Temperatur von 43—44° zu 
halten, da mit dem Anstieg der Temperatur das Schiiumen an 
Intensitat) zunimmt. Ein Absinken der Temperatur unter die 
angegebene Hohe bedingt natiirlich eine verlingerte Zeitdauet 
der Bestimmung. (Die Abbildung des Apparates findet sich in 
der Reichschen Dissertation.) 

Als Belege fiir die Methode mogen die folgenden bei- 
spiele dienen: 

 Urin: Za 30 cem desselben + 10g NaC! + 1g Na, CO, 
—— 20 CHLOH nach 25 Minuten bei 43° verbraucht 

ber emer Bestimmung %,08'10 Normalsiiure (= 11.9 meg NH,) 
zweiten 6,91 (= - 
Die zweite Bestimmung nochmals angesetzt mit 10 H,O + 20 
nach 20 Minuten bei 43° verbraucht 0,0° ,, Normatl- 
SUUre, 

Derselbe Urin nach Kriiger-Reichscher Methode: 30 cei 
desselben 10) Kalkmileh +- 20 com C,H,OH nach 25 Minuten 
bei 45° verbraucht 6,89" Normalsiiure (= 11,7 mg NH,). 

I. Faeces: Nach dem Zerreiben mit oiger HCl-Losung 
auf 400 com aufeefiillt, 

ay 30cem + 10g NaCl + 1g Na.CO, + 20 C,H,O 
nach Minuten ber 45° verbraucht 6,15'/,, Normalsiiure 
(= 10.45 Ing 
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b) 30 cem auf dieselbe Art bet 43° nach 40 Minuten 
verbraucht 6,25 com! Normalsiiure (= 10,6 mg NHs). 
¢) aut dieselbe Art bei 53° naeh 40° Minuten 
verbraucht 6,2 com ‘4, Normalsiiure (== 10,04 mg NH,). Die 
Nachdestillationen der 3 Versuche ergaben nach nochmaligem 
Zusatze von 15 und 20 nach je 20° Minuten bei 
43° eine Ammoniakmenge, welche der Reihe nach 0.08, 0.0. 
0.02 com Normalsiure entsprach. Es war somit) alles 
Ammoniak tibergegangen: eine Zersetzune von stickstoffhaltigen 
Substanzen trat nicht ein. 
Hl. Faeces: Nach dem Zerreiben tn der Reibschale aut 
aufgefiillt. 
a) 30 ccm + 10g NaCl 1g Na,CO, + 20 bei 
(3° nach 40° Minuten verbraucht 2,88 com Normalsiiure 
(= 4,046 ¢ NH,). 
b) 50 com 5 com einer 1° oigen Chiorammoniumldsung 
+ 10¢ NaCl + 1¢ Na,CO; -- 25 com bei 45° nach 
Minuten 
verbraucht: 12,275 cem ‘10 Normalsiiure 
verlangt: 12.35 
Die Nachdestillationen der beiden Bestimmungen nach 
Zusatz von 10 com -+ 20 com ergaben nach 
20 Minuten bei 43° eine Ammoniakmenge, welche O,1 resp. 
0.12 com Normalsiiure entsprach. Also auch hier keine 
Zersetzung. 
IV. Ascitesfliissigkeit mit Albumen: 
a) 80 com + 10 NaCl + 1g Na CO, + 20 
nach 25 Minuten bei 43° 
verbraucht: 0,21 cem Normalsiiure. 
b) 30cem + 10g NaCl+ 1g Na,CO, + 20 com 
5 cem einer 1° oigen Chlorammoniumlosung + 10 com 
ber 43° nach 25 Minuten 
verbraucht: 10,105 com Normalsiiure 
verlangt: 10.14 
Die Nachdestillationen nach Zusatz von 10 com H,O + 
cem ergaben nach weiteren 25 resp. 15 Minuten 
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beidemal einen Verbrauch von 0,0 Normalsiiure. Also voll- 
kommene Destillation ohne jede Spur von Zersetzung! 

V. Hundeblut aus der vena jagularis  frisch der 
Spritze entnommen und sofort bestimmt. 

a) 10g NaCl + 1g Na,CO, + 20 ccm C,H,OH 
ber 43° nach 25 Minuten 

verbraucht 0,52 ccm 1/10 Normalsiiure 

bh) + 5 com einer 1° oigen Chlorammoniumlosung 
20ccem H,O 20 C,H,OH + 10g NaCcl-+ 1g Na,CO, 
nach 25 Minuten ber 43° 

verbraucht: 9,99 cem 410 Normalséure 
verlangt: 10,109 >» » 

Die Nachdestillationen der beiden Bestimmungen nach 
Zusatz von 15 com H,O 20 com C,H,OH ergaben nach 
20 Minuten bei 43° 0,03 resp. 0,0 Normalsiiure als ver- 
braucht, Also auch hier volikommene Destillation ohne Zer- 
setzung ! 

Die erhaltenen Ammoniakwerte des Blutes stimmen mit 
den von Folin angegebenen cut iiberein. 


lt 

Ke 


Uber die Verdauung einiger Eiwei8korper durch 
Pankreasfermente. 
Von 


Emil Fischer und Emil Abderhalden. 


(Aus dem I. chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Juni 1903.) 


Bei der Hydrolyse der meisten Proteinstoffe durch kochende 
Siiuren entsteht, wie durch eine Reihe von Arbeiten aus dem 
hiesigen Institute nachgewiesen wurde, eine nicht unbetriacht- 
liche Menge von a-Pyrrolidincarbonsiure, Fiir das Casein speziell 
wurde ferner bewiesen, die gleiche zyklische Aminosiiure 
auch bei der Hydrolyse durch Alkali gebildet wird.1) Es lag 
deshalb die Vermutung nahe, dieselbe ebenso, wie die 
cewoOhnlichen Aminosiiuren, ein primiires Spaltprodukt der Protein- 
stoffe sel. Ungleich sicherer wiirde dieser Schlub werden, wenn 
es gelainge, auch ber der enzymatischen Hydrolyse der Protein- 
Pyrrolidincarbonsaiure zu gewinnen. Ein derartiger Ver- 
such, welcher von Herrn P. Levene im hiesigen Institut: aus- 
vefiihrt wurde, ist von dem eimen von bereits. fliichtig 
erwihnt worden.?) Es wurde damals eine sehr kleine Quantitét 
von Pyrrolidincarbonsiiure gefunden, aber erst: nachdem zu 
ihrer Isolierung die Uberfiihrung in Ester mit Hilfe von Salzsiiure 
angewandt worden war. Da die Moéglichkeit nicht ausgeschlossen 
ist, dafi ber der Veresterung in geringem Mahe eine weitergehende 
Hydrolyse durch die Salzsiure eintritt, so haben wir den Ver- 
such mit gréferer Vorsicht wiederholt. Beim Casein, das am 
ausfiihrlichsten studiert wurde, ergab sich folgendes tiberraschende 
vesultat. Die Verdauung durch Pankreasenzyme gibt, auch 
wenn sie monatelang fortgesetzt: wird, keine mit den jetzigen 
Methoden (d. h. ohne die Veresterung) nachweisbare Menge von 


Fischer. Emil, Notizen. 1. Bildung von a@-Pvyrrolidincarbon- 
siure ber der Hydrolyse des Caseins durch Alkali. Diese Zeitschr.. Bd. 
XXXV, S. 227, 1902. 

*) Fischer, Emil, Uber die Hydrolyse des Caseins durch Salz- 
sdure. Diese Zeitsehr., Bd. XXXII, S. 170, 1901. 
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Pyrrolidincarbonsiiure, dagegen findet sich in der Verdauungs- 
fliissigkeit ein polypeptidartiger Stoff, der offenbar dem Enzym 
ginzlich widersteht, und der beim Kochen mit Salzsiture fast 
ebenso grobe Mengen von a-Pyrrolidincarbonsaure  liefert, wie 
die entsprechende Menge Casein selbst. Genau dasselbe gilt 
merkwiirdigerweise fiir das Phenylalanin. 

Als Ferment verwandten wir nicht das gewohnliche kiiul- 
liche Trypsin (Griibler), sondern das sog. Pankreatin von der 
Firma Rhenania Aachen, das durch grébere Wirksamkeit 
ausgezeichnet ist. Unter den spiiter angefiihrten Bedingungen 
gestaltet sich die Verdauung des Caseins in folgender Weise. 
Zuerst wird Tyrosin) bemerkbar, dessen Krystallisation nach 
mehreren Stunden beginnt und nach 1—2 Tagen beendet ist. 
Langsamer erscheinen dann in der Verdauungsfliissigkeit Leucin, 
Alanin, Asparaginsiture und Glutaminsiiure und, wie aus itltern 
Untersuchungen bekannt ist, auch die drei Diaminosiiuren. 

Die Biuretreaktion, die anfangs sehr stark ist und im 
Laufe der Zeit immer schwiicher wird, war z. B. nach 6 Wochen 
anscheinend nicht stiirker, als wie es der angewandten Menge 
Pankreatin entspricht. Auch nach Zmonatlicher Verdauung 
waren a-Pyrrolidincorbonsiure und Phenylalanin in der Fliissig- 
keit nicht nachwetsbar. Sie finden sich im oben erwiihnten 
polypeptidartigen Stoff. Dieser ist) leicht durch Phosphor- 
wolframsiiure fillbar, dab er leicht von den Monoaminosiiuren 
getrennt werden kann. Durch mehrmalige Fiillung mit Phosphor- 
wolframsiure libt er sich soweit reinigen, dab er die biuret- 
reaktion entweder gar nicht oder doch nur schwact 
liefert. Das Produkt ist also kein gewohnliches Pepton. Ber 
seiner” Hydrolyse durch kochende Salzsiiure entstehen auber 
a-Pyrrolidincarbonsiiure und Phenylalanin auch die iibrigen als 
Spaltprodukte des Caseins bekannten Monoaminoséuren: Leucin, 
Alanin, Glutaminsiiure und Asparaginsiiure. Ob auch die Dia- 
minosiuren hierhin zu zithlen sind, miissen wir einstweilen 
unentschieden lassen, 

Dieselben Erscheinungen, wie beim Casein, haben wir 
beim Edestin, Hiimoglobin, Eieralbumin, Fibrin und Serumglobulin 
beobachtet. 
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Das beim Casein von uns erhaltene Resultat) steht im 
Widerspruch mit den bisherigen Anschauungen der Physiologen. 
Aus dem Umstande, dai Tvrosin, Leucin, Glutaminsiiure und 
Asparaginsiiure und ferner die Diaminosiiuren bei der tryptischen 
Verdauung nach relativ kurzer Zeit in Freiheit gesetzt wurden, 
hat man geschlossen, dab ein Totalzerfall des Molekiils bis zu 
diesen Spaltprodukten eintrete. Unsere beobachtungen zeigen 
aber, dab die Hydrolyse unter solchen Bedingungen stets nur 
partiell ist, und schhieblich ein widerstandsfihiger Rest 
bleibt, der zwar nicht mehr Pepton, aber doch noch ein kom- 
pliziertes Polypeptid ist und alle die Monoaminosiiuren, die 
liberhaupt bisher im Casein gefunden wurden, enthilt. Da 
die fiinf andern, oben erwihnten Eiweibkorper sich 
verhalten, so haben wir es hier wahrscheinlich mit) einem 
ganz allgemeinen Phiinomen zu tun, dessen biologische Be- 
deutung sich augenblicklich nach ihrem ganzen Umfang noch 
nicht iibersehen Jedenfalls wird dadurch die in neuerer 
Zeit vielfach ausgesprochene Ansicht, dab die Eiweibkorper im 
Darm vollig bis zu den Aminosiiuren hydrolysiert werden, in 
hohem Grade unwahrscheinlich. Gliicklicherweise besitzen wir 
in dem scharfen Nachweis der Pyrrolidincarbonsiiure und des 
Phenylalanins ein bequemes Mittel, das Vorhandensein jenes 
interessanten Polypeptids festzustellen. Ob dasselbe ein ein- 
heithches Individuum, oder ein Gemiseh iihnlicher Stotfe ist, 
haben wir vorléufig noch nicht geprift. Ebenso offen bleibt 
die Frage, ob das betreffende Produkt fiir die verschiedenen Eiweib- 
korper das gleiche ist. Endlich geben unsere Versuche auch 
nicht die gesuchte definitive Entscheidung beziiglich der Bildung 
der a-Pyrrolidincarbonsiiture. Da sie bei der enzymatischen 
Spaltung der Eiweibkorper nicht in Freiheit gesetzt wird, so 
bleibt noch immer die Moglichkeit, da’ sie sekundiir durch die 
Wirkung von Siiure oder Alkali: bei héherer Temperatur aus 
einem bisher noch unbekannten Bestandteil des Eiweibmolekiils 
entsteht. Fir wahrscheinlich halten wir dies allerdings nicht, 
besonders mit) Riicksicht auf das Phenylalanin, bei welchem 
die Verhiiltnisse genau ebenso liegen: denn dieses hat seiner 
chemischen Zusammensetzung nach ebenso das Recht, als 


6* 


aty 
ty 
be 
: 
? 
> 
: 


&4 Emil Fischer und Emil Abderhalden. 


direkter Bestandteil des Eiweifmolekiils angesehen zu werden, 
wie die tibrigen Monoaminosiuren. 

Unsere Beobachtungen zeigen, dab auch bei den gewohn- 
lichen Eiweibkérpern hydrolytische Spaltprodukte  auftreten, 
die zwischen den Peptonen und den Aminosiduern stehen. 
Sie schlieBben sich deshalb auf das engste den Resultaten 
an, welche ber der Hydrolyse des Seidentibroins friiher  er- 
halten wurden.!) Hier wurde zum erstenmal die kombinierte 
Wirkung von Siituren, Fermenten und Basen zur Spaltung eines 
Proteinstoffes benutzt, und dadurch eine Serie von nicht weniger 
als vier Zwischenprodukten zwischen den urspriinglichen Protein- 
stoffen und den Aminosiiuren beobachtet. Die Wirkung der 
Salzsiiure gab zuniichst das schon bekannte Sericoin, dann bet 
langerer Dauer der Operation ein peptonartiges Produkt, welches 
Tyrosin enthilt. Durch Trypsin oder Pankreatin konnte aus 
diesem das Tyrosin abgespalten und ein) neuer peptonartiger 
Stolf erhalten werden, der keine Spur von Tyrosin mehr ent- 
hielt. Als letzterer dann vorsichtig mit warmem Barytwasser 
zerlegt wurde, entstand unter anderen ein Korper, der hochst 
wahrscheinlich in die Klasse der Dipeptide gehort. Wir zweifeln 
nicht daran, dal die Ubertragung dieser Methoden auf die 
gewohnlichen Eiweibkorper zu Resultaten fihren wird, 
und dal es dereinst, wenn bessere lsolierungsmethoden fiir die 
Polypeptide gefunden sind, gelingen wird, den hydrolytischen 
Abbau der Proteine einer noch viel gréBbern Anzahl von 
Stufen durchzuftihren, 

Die Beobachtung, dafi ein’ Teil des Eiweibmolekiils der 
vollstindigen Hydrolyse durch Pankreasenzyme starken Wider- 
stand leistet, ist) keineswegs neu. Wir erinnern an die Ver- 


Fischer und Peter Bergell. Vortrag auf der Natur- 
forscherversammilung Karlsbad. Sept. 1902. von mir verfaftes 
Referat iber diesen Vortrag findet sich unter dem Titel «Uber die Hydrolyse 
der Proteinstoffes in der Chemiker-Zeitung, Okt. 1902, Jahre. XXVI. 
Nr. SO.) The ausfiihriche Publikation tiber diese Versuche ist) durch 
l’ingere Krankheit von Dr. Bergell und durch den Wunsch, das dipeptid- 
artige Produkt svynthetisch zu gewinnen. verzOgert worden, Sie soll aber 
in niaichster Zeit erfolgen., E. Fischer. 
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suche von Kiihne,!) der fiir seine Antipeptone gerade diese 
Eigenschaften hervorhebt, ferner an die Mitteilung von Pick ,?) 
und endlich an die in neuester Zeit: erschienenen Arbeiten vou 
M. Siegfried®) und seinen Schiilern. Dieser kommt zu dem 
Schlub, «dab bei der Kinwirkung von Trypsin auf Eiweil ein 
Teil desselben unter Bildung von Amidosiiuern und Basen leicht 
zersetzt wird, und dab hierbei Peptone gebildet werden, welche 
die Tyrosingruppe nicht enthalten und der weiteren Aufspaltung 
durch Trypsin hartnickig widerstehen». Dieser Satz ist richtig, 
wenn die Verdauung nicht allzu lange fortgesetzt wird. tm 
andern Falle aber werden die Peptone weiter gespalten, wie 
das Verschwinden der Biuretreaktion zeigt, und es resultiert 
schlieblich das polypeptidartige Produkt, welches von uns als 
Derivat. der a-Pyrrolidincarbonsiiture und des Phenylalanins 
gekennzeichnet ist. Besondere Beachtung verdient noch die 
feste Bindung des Phenylalanins den Proteinstoffen im 
Gegensatz zu dem so nah verwandten Tyrosin. —Letzteres 
erscheint in der Regel zuerst als Spaltungsprodukt bei der 
Verdauung von Eiweibkérpern. Bei dem oben erwiihnten Pepton 
aus Seidenfibroin erfolgt die Abspaltung des Tyrosins durch Trypsin 
so rasch, dab das Phinomen fast wie eine Krystallisation der Amino- 
siiure aus warmem Wasser aussieht. Ahnliche Erfahrungen, iiber 
die an anderer Stelle berichtet werden soll, haben die Versuche mit 
synthetischen Polypeptiden, welche Tyrosin enthalten, gegeben. 

Wir beabsichtigen, die Produkte, die bei der partiellen 
Spaltung der Proteinstoffe mit Sauren entstehen, iihnlicher 
Art auf ihren Gehalt Pyrrolidincarbonséure und Phenyl- 

W. Kiihne, Verdauung der Eiweifstoffe durch den Pankreassaft. 
Virchows Archiv, Bd. 39, 130, 1867. Jd. Weitere Mitteilungen iiber 
die Verdauungsenzyme und die Verdauung der Albumine. Verhdl. des 
Heidelberger naturhist.-mediz. Vereins. N. F. 1, 236, 1876. W. Kiilhne 
und R.H. Chittenden, Die niichsten Spaltungsprodukte der Kiweifkorper. 
Zeitschr. f. Biologie, Bd. 19, 159, 1883. Dieselben: Uber die Peptone. 
Zeitschr. f. Biologie, Bd. 22, 423, 1885. 

Pick, Zur Kenntnis der peptischen Spaltungsprodukte des 
Fibrins. Diese Zeitschr.. Bd. XXVIIL, S. 219, 1899. 

M. Siegfried, Uber Peptone. Diese Zeitschr., Bd. XXXVII, 
S. 259, 1903. 
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dlanin zu priifen. Das scheint uns um so notwendiger, als nach 
den Mitteilungen von M. Siegfried?) die Spaltung durch Sauren 
in anderem Sinne zu verlaufen scheint, als diejenige mit Enzymen. 

Ferner verdient die Frage, ob die kombinierte Wirkung von 
Pepsin bezw. Papagotin und von Trypsin das gleiche Resultat 
wie die Trypsinverdauung allein hat, sorgfiltig geprift zu werden. 


Experimenteller Teil. 

seider Verdauung der Eiweibkoérper durch Trypsin 
oder Pankreatin entsteht a@-Pyrrolidincarbonsaure 
nicht in solcher Menge, daf sie mit den jetzigen Me- 
thoden erkannt werden kann. 

1. 100 ¢ Casein. pur. (Hammarsten) wurden in) 1000 cem 
Wasser suspendiert, 2 com Ammoniak, ‘Toluol und Chloro- 
form versetzt und & Tage lang mit 2 g Pankreatinum purum 
37° verdaut. Die vom aus- 


(Rhenaniay) im Brutraum bei 36 
geschiedenen Tyrosin und Leucin abfiltrierte Fltissigkeit) wurde 
hierauf im Vacuum bei emer 50° nicht tibersteigenden Tem- 
peratur auf die Hilfte eingedampft, mit Alkohol gefallt, vom 
Niederschlag abfiltriert und weiter eingeengt. Die Alkoholfallung 
wurde 5—6mal wiederholt. Der zuletzt: verbleibende alkoholi- 
sche Auszug wurde eingedampft. Der Riickstand roch nach Indol- 
derivaten. Derselbe wurde mit gefalltem Kupferoxyd gekocht. Das 
sich bildende Kupfersalz lef sich in einen alkoholl6slichen und 
een alkoholunléslichen Teil zerlegen, aber Pyrrolidincarbon- 
siture war in keimem der beiden Teile mit Sicherheit nachweisbar. 

Ganz dasselbe Resultat gaben die folgenden Versuche 2—6. 

2. 100 ¢ Casein. pur. (HL) wurden in 1500 com Wasser 
suspendiert, mit 2 com Ammoniak, Toluol und Chloroform ver- 
setzt und & Tage lang int 4 g Pankreatin verdaut. 


2“ 3 g¢g Pan- 


3. 200 ¢ Casein in derselben Weise mit 
kreatin 14 Tage verdaut. Fliissigkeitsmenge 2000 ccm. 
4. 250 ¢ Casein 14 Tage mit 3 & 2'2 ¢ Pankreatin 


verdaut.  Fliissigkeitsmenge 2000 ccm. 


' M. Siegfried. Zur Kenntnis der Hydrolyse des Fiweifes. Be- 
richte der math.-phys. Klasse der kgl. siichs. Gesellsch. f. Wissenschaften 
zu Leipzig. Sitzang vom 2. 1903. 
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500 g Casein in 5000 com Wasser suspendiert und 
mit 10 g Pankreatin withrend 50 Tagen verdaut. 100 g¢ des 
Verdauungsgemisches wurden nach dieser Zeit in der oben ge- 
schilderten Weise untersucht. 

6. 200 g Plasmon (Caseinnatron) waren 7 Monate lang mit 
4 g Pankreatin verdaut, und hierauf noch weitere 14 Tage mit 
nochmals 4g Pankreatin im brutraum stehen gelassen worden. 
Kliissigkeitsmenge 2000 ccm. Die Biuretreaktion war hier bei 
dem Niederschlag mit Phosphorwolframsiiure ganz verschwunden. 

Unter denselben Bedingungen wurden Edestin, Serum 
globulin, Eieralbumin, Himoglobin und Fibrin untersucht. 

a) Edestin (100 g) 12 Wochen mit 2 * 2,5 ¢ Pankreatin 
verdaut. Fliissigkeitsmenge 1000) 

b) Serumglobulin (100 g) 25 Tage mit 5 >“ 2 g Pankreatin. 
Fliissigkeitsmenge 1000 ccm. 

c) Eieralbumin (100 g) 21 Tage mit 2 2 g Pankreatin. 
Kiiissigkeitsmenge 1000 ccm. 

d) Hamoglobin (100 g) 12 Wochen mit 3 2 g Pankreatin. 
LOOO ccm. 

e) Fibrin (100 ¢) wurden mit 2 g¢ Pankreatin eine Woche 
lang verdaut.  Fliissigkeitsmenge 1000. ccm. 

In allen Fallen war es unmodglich, freie Pyrrolidincarbon- 
siiure nach dem geschilderten Verfahren nachzuweisen. 

Bei der Verdauung des Caseins entsteht neben 
Tyrosin, Leucin, Alanin, Asparaginsiiure und Gluta- 
minsaure als Endprodukt ein polypeptidartiger Stoff, 
der bei weiterer Hydrolyse mit kochender Salzsiure 
reichliche Mengen von a-Pyrrolidincarbonséure und 
Phenvlalanin liefert. 

1. 100 g Casein. pur. (Hammarsten) wurden in 1000 
Wasser suspendiert, mit 2 ccm Ammoniak, Toluol und Chloro- 
form versetzt und 8 Tage lang im Brutraum bei 36— 37° 
mit 3 g Pankreatin verdaut. Die Biuretreaktion war deutlich 
vorhanden.) Nachdem das ausgeschiedene Tyrosin  abfiltriert 


1) Ber der Ausfiihrung der Biuretreaktion ist darauf zu achten, 
geniigend Alkali vorhanden ist. Ferner scheint es micht tiberflissig, 
darauf hinzuweisen, dafi Pankreatin selbst eine intensive Biuretreaktion gibt. 
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war, wurde die Fliissigkeit zur Vertreibung des freien Ammoniaks 
bei einer 50° nicht tibersteigenden Temperatur) im Vacuum 
eingeengt, dann auf 2000 com gebracht und mit) Phosphor- 
wolframsiiure im Uberschub vefiillt.4) Der Niederschlag wurde 
abgesaugt, dann mit der lydraulischen Presse ausgeprebt, mun 
in einer Reibschale fein gepulvert, in Wasser suspendiert und 
mit Gberschiissigem Baryt wihrend 24 Stunden ber gewolhn- 
licher Temperatur geschiittelt. Nachdem der phosphorwolfram- 
saure Baryt abgesaugt und hydraulisch abgeprebt war, wurde 
das Filtrat mit Schwefelsiiure vom tiberschiissigen Baryt befreit, 
dann nochmals mit) tiberschiissiger Phosphorwolframsiiure ge- 
fillt, und der Niederschlag in genau derselben Weise, wie oben 
geschildert, abgeprebt und zerlegt. 

Die vereinigten Filtrate von den beiden Phosphorwolfram- 
siiurefiillungen wurden im Vacuum eingedampft und der Ritck- 
stand Ierauf mit) rauchender Salzsiure 6 Stunden Riick- 
flubkiihler gekocht, um alle etwa noch vorhandenen Polypeptide 
zu spalten. Die Fliissigkeit: fiirbte sich) violett. Sic 
wurde nun im Vacuum zum Sirup eingedampft, und letztere 
zum Nachweis) Aminosiiuern bekannten Weise 
verestert, 

Die Destillation der Ester gab folgende Fraktionen: 


1. Obis 0° (Temperatur des Wasserbades) bet 12 mm Druck: 1.0 ¢ 
2. » » > > 44) 
LOO? > » OZ » » 10.5 
4. 1609 » » Olbades) » » » 12.5 


Ixoliert wurden 0,2 Alanin, 5 @ Leucin, 38 Glutamin- 
siiture, @ Asparaginsiiure, 
Phenylalanin und Pyrrolidincarbonsiiure wurden nicht aul- 


gefunden, Auf die Isolerung des Trvyptophans, dessen Reaktton 


') Diese starke Verdiinnng und der Uberschuf der Phosphorwolfram- 
siiure wurden in Hinsicht auf die Angaben von E. Schulze und FE. Winter- 
stein (Trennung des Phenylalanins von anderen Animosiuren. Diese 
Zeitschr., Bd XXXV, S. 123, 1902) verwendet. Casein enthialt ca. 3 bis 
Phenylalanin. Nach BK. Sehulze und Winterstein wird eine 
ca. 0.5% oige Losung von Phenyvlalanin bei Gegenwart von Leucin mi! 
Phosphorwolframsiiure nicht mehr gefallt. Eigene Versuche bestiitigten 
diese Angaben. 
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die Fliissigkeiten stark zeigten, sowie der Oxvyaminosituren haben 
wit verzichtet. 

Der zerlegte Phosphorwolframsiiureniederschlag wurde 
nach dem Absaugen und Abpressen des phosphorwolframsauren 
Baryts mit Schwefelsiure voi tiberschiissigen Baryt  betreit, 
hierauf im Vacuum eingedampft. Der Riickstand war anfangs 
ein Sirup, der aber zu einer amorphen, schwach gelb getfiirbten 
leimartigen Masse eintrocknete. Er l6ste sich duberst lercht in 
Wasser und fiel auf Zusatz von Alkohol in amorphen Flocken 
wieder aus. Wir werden spiiter versuchen, dieses Rohprodukt, 
welches aller) Wahrscheinlichkeit) nach Arginin, und 
Histidin enthilt, weiter zu reinigen. Fiir den vorliegenden 
Zweck war dies tiberfliissig, da die Diaminosiiuren, wie wir 
nochmals durch emen besonderen Versuch festgestellt haben, 
beim Kochen mit Salzsiiture keine Pyrrolidincarbonséure liefern. 
Dieser amorphe  polypeptidartige Riickstand wurde nun zur 
Hydrolyse mit rauchender Salzsiiture am Riickflubkiihler wiah- 
rend 6 Stunden gekocht, wobei sich die LOsung ebenso stark 
dunkelviolett. firbte, wie bet Anwendung des Caseins selbst. 
Die Fliissigkeit’ wurde schlieblich im Vacuum zum Sirup  ein- 
geengt und verestert. 

Bei der Destillation des Estergemisches resultierten folgende 
Fraktionen : 


1. Obis #0’ (Temperatur des Wasserbades) bet 12 mm Druck: 0 : 


2. 40 » 100° | > » 92 Pion 
3. >» 1009 | ) » OB » » 
4. 100 . 160° | » » Olbades) » O35 » » 170 » 


[soliert wurden 0.1 g Alanin, 2 ¢ Leucin, 4g Glutamin- 
siiure, 1g Asparaginsiiure, ferner 1,5 a-Pyrrolidincarbonsiiure 
und 2,2 Phenylalanin.!) 

Analvse der Pyrrolidincarbonsiiure : 

Q.1002 ¢ Substanz gaben O1912 ¢ CO, und 0.0713 ¢ 

Berechnet fiir : Gefunden : 
C und 7.83% H. 52,04°%0 C und 7.97% H. 


Schmelzpunkt gegen 205° (unkorr.) 


1) Die Methode der Isolierung betreffend vergl.: Emil Fiseher 
und Emil Abderhalden, Hydrolyse des Oxyhiimoglobins durch Salz- 
siiure. Diese Zeitschr.. Bd. XXXVI, Heft 4. 8. 273, 1902. 
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Das Phenylalanin gab folgende Zahlen: 
O2061 ¢ Substanz gaben 0.4953 g CO, und 01251 g H,O. 

Berechnet fiir (refunden: 

o Cound 6,66°%o H. 65.54% CG und 6.80% H. 

Schmelzpunkt gegen 283° (ankorr.) 
2. 100 g Casein. pur. (H.) wurden in 1000 com Wasser sus- 
pendiert, unter ganz den gleichen Bedingungen wie in Versuch 1 
mit 3 ¢ Pankreatin & Tage lang verdaut und die Verdauungs- 
fliissigkeit genau so wie ber Versuch 1 verarbeitet. 
Die vereinigten Filtrate von den beiden Phosphorwolfram- 

~iiuremederschiiigen gaben nach erfolgter Veresterung des Riick- 


standes folgendes Resultat: 


Fraktion bis 100° (Temp. d. Wasserbades) ber 12 mm Druck: 3.5 g 
> 100° | 2 » OZ» 12.0 » 
3: 100 bis 1609 ( >» Olbades) >» 0.2 > 11,0 > 


lsoliert: wurden g Alanin, 5,5 g Leucin, @ Glutamin- 
siiure, Asparaginsiiure. 

Phenvlalanin) und Pyrrolidincarbonsaure wurden nicht 
erhalten. 

Die zweite zeigte nur ganz 


<chwache Biuretreaktion und gab folgende Esterfraktionen: 


Fraktion L: bis 100° (Temp. d. Wasserbades) bet 12mm Druck: 2.5 g 
> >» 100° » » > ) 03 > 6.0 » 
3: 100bis 1608 (> Olbades) > OB > 15.0 


l<oliert wurden 0.3 ¢ Alanin, 3 g Leucin, 2.5 g Glutamin- 
sure, g Asparaginsiiure und ferner 2,2 Pvrrolidincarbon- 
siiure und 2.8 g Phenvlalanin. 
Das isolierte Phenylalanin schmolz gegen 280° (unkorr.) 
und hatte die richtige Zusammensetzung. 
Substanz gaben 0.5050 ¢ CO, und 01255 g H,O. 
Berechnet fiir CgH, NOg: Gefunden : 
Cound 6.66% H. 63,59 °/o C und 6.69 H. 
Die Analyse der gegen 207° (unkorr.)  schmelzenden 
gab folgende Zahlen: 
Q.2012 ¢ Substanz gaben 0.3844 ¢ CO, und 0.1432 ¢ H,O. 
Berechnet ftir NO, : Gefunden : 
52.180 C und 7.83% H. 52.10% CG und 7.97 
3. 200 ¢ Casein. pur. (H.) wurden mit 2>¢2 Pankreatin 
Tage lang verdant. Die Verdauungsfliissigkeit’ gab eine ganz 


schwache Biuretreaktion. 
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Auch bei diesem Versuche konnte im Filtrate der Phos- 
phorwolframsdurefallung weder Phenylalanin noch Pyrrolidin- 
carbonsaure nachgewiesen werden. 

Aus der zweiten Phosphorwolframsiiurefiillung wurden 
5,2 g Phenylalanin (Schmelzpunkt 281° {unkorr.|) und 6,2 g 
a-Pyrrolidincarbonsaure (Schmelzpunkt 204° {unkorr.|) erhalten. 

4. 250 g Casein. pur. (H.) mit 4.2 Pankreatin wiéhrend 
14 Tagen verdaut. 

Ausgeschieden hatten sich 14 g Leucin und Tyrosin. Die 
Biuretreaktion war vorhanden, aber sehr schwach. 

Das Filtrat vom Phosphorwolframsiureniederschlag ergab 
nach der Veresterung folgende Fraktionen : 


Fraktion Obis 1009 (Temp. d. Wasserbades) bet 14mm Druck: 5,0 
> 9: > 100° ( > » > ) » OD » ¥ MIO » 
3: bis 1609 » Olbades) » 25,0 » 


Isohert wurden 1,5 g Alanin, 32 g Leucin, 10 @ Glutamin- 
siure und 3 g Asparaginsiiure. Auch in diesem Versuche wurde 
keine Spur Phenyvlalanin und Pyrrolidincarbonsiiure gefunden, 

Der zerlegte Phosphorwolframsiureniederschlag gab  fol- 
gende Fraktionen: 


Fraktion 1: Obis 100° (Temp. d. Wasserbades) bei 13 mm Druck: 3.0 ¢ 
>» 100° » » > ) » OF » » 930 
3: LOO bis 1609 ( » Olbades) OB > » 19,0 


Isohert wurden 1g Alanin, 10 ¢ Leucin, 6 @ Glutamin- 
-aure, 1,5 Asparaginsiiure, 5,2 ¢ Pyrrolidincarbonsiiure und 
Phenylalanin. 

). 150 g Casein. pur. (H.) wurden 4 Wochen mit 2043 ¢ 
Pankreatin verdaut. Die Biuretreaktion war nur schwach an- 
vedeutet. Wiihrend das Filtrat) vom Phosphorwolframsiiure- 
niederschlag keine Spur von Phenylalanin und Pyrrolidincarbon- 
saure gab, wurden aus dem Niederschlag selbst 4 g Pyrrolidin- 
carbonsdéure (Schmelzpunkt 206° {unkorr.|) und 5 Phenylalanin 
(Schmelzpunkt 281° [unkorr.|) isoliert. 

6. ¢ Casein. pur. (H.) wurden mit 10 ¢ Pankreatin 
wahrend 50 Tagen verdaut. Die Binretreaktion war noch vor- 
handen, aber sehr schwach. Von dieser Verdauungsfliissigkeit 
wurden zur direkten Priifung auf Pyrrolidincarbonsiiure und 
zur Phosphorwolframsiurefiillung verwendet: die iibrigen 
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92 Emil Fischer und Emil Abderhalden., 
25 wurden mit 4 @ Pankreatin noch 2 Wochen lang verdaut, 
und hierauf ebenfalls mit) Phosphorwolframsaure gefillt. 

In der nach 50 Tagen entstandenen Verdauungsfltissigkeit 
war das Resultat genau den in den vorigen Versuchen erhaltenen 
entsprechend., 

Die nach 6% Tagen untersuchte Probe gab nur noch eine 
duberst schwache Biuretreaktion. Das Filtrat) vom Phosphor- 
enthielt Phenylalanin, dagegen 
konnten 0.23 Pyrrolidincarbonsiiure, die wohl aus dem in 
Losung gebliebenen Polypeptid durch das Kochen mit Salzsiiure 
entstanden war, isoliert werden. 

Der zerlegte Phosphorwolframsiureniederschlag  enthiell 


¢ Phenvlalanin und 5,8 g Pyrrolidincarbonsiiure. 

7. 100% Casein. pur. wurden mit 4 2 ¢ Pankreatin 
withrend S&S Wochen verdaut. Die Biuretreaktion war nur noch 
angedeutet. Die Phosphorwolframsiurefiillung gab genau das- 
selbe Resultat, wie die bereits mitgeteilten Versuche. 

&. 200 ¢ Plasma (kiufliches Casein-Natron) waren 7 Monate 
lang nut + @ Pankreatin verdaut worden. Die Biuretreaktion wai 
nur noch sehr schwach vorhanden, Nach neuem Zusatz von + ¢ 
Pankreatin und erneuter 38 Wochen dauernder Verdauung gab der 
Niederschlag mit Phosphorwolframsiiure keine Biuretreaktion 

sor der Veresterung des Riickstandes, den Filtra! 
Phosphorwolframsiurentederschlag hinterlieb, wurden wede! 
Phenylalanin noch Pyrrolidincarbonsaure gefunden, 

Der Phosphorwolframsiureniederschlag selbst enthielt: 
Alanin, Leucin, Glutaminsaure, Asparaginsiiure, Phenylalanin 
2.2 ¢) und Pyrrolidincarbonsiiure (1 g). 

Ahnliche Resultate wie beim Casein erhielten 
wir beim Edestin, Hiimoglobin, Séerumglobulin, Eier- 
albumin und Fibrin. 

Die Verdauung wurde unter genau gleichen  be- 
dingungen angestellt. 

a) 100 Edestin mit 2 4 2,5 Pankreatin 12) Wochen 
lang verdaut. 
bh) 100 ¢ Serumglobulin 25 Tage mit 5 2 Pankreatin. 


¢) 100g Eieralbumin 21 Tage lang mit 2 2 g Pankreatin 
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d) 100 g Hiamoglobin 12) Wochen Jang mit ¢ 
Pankreatin, 

e) 100 ¢ Fibrin mit 2 g Pankreatin wihrend emer Woche. 

Pie Biuretreaktion war in allen Fiillen noch vorhanden, 
aber meistens schwach und wiirde wahrscheinlich ber lingerer 
Dauer der Versuche verschwunden sein. 

Hervorzuheben ist, daB im Gegensatz zum Fibrin, Edestin, 
feralbumin und Hiimoglobin das Serumglobulin dem Pankreatin 
einen erheblich gréfHeren Widerstand leistete und eine viel 
erObere Menge von Produkten, die durch Phosphorwolframsiiure 
fillbar waren, lieferte. 

In allen Fallen fanden sich Phenylalanin und) Pyrrolidin- 
carbonséure nur im ebenso 
war das Glycocoll, welches bekanntlich aus Edestin und Serum- 
globulin entsteht, ausschheblich im Phosphorwolframsiéure- 
mederschlag vorhanden. 

Ber obigen Versuchen wurde die Trennung der Monoamino- 
<iuren von dem nur partiell verdauten Teil des Proteinmolekiils 
durch Phosphorwolframsiiure bewerkstelligt. Da in der Literatur 
verschiedene Angaben existieren, dab diese Methode ungenaue 
Resultate gebe, und da ferner E. Schulze und E. Winter- 
~tein (1. ¢.) darauf aufmerksam gemacht haben, dali das Phenyl- 
alanin bei stiirkerer Konzentration durch Phosphorwolframsiure 
eetillt wird, so haben wir einen besonderen Versuch angestellt, 
um die Brauchbarkeit der Methode priifen. 

100 © Casein wurden mit der dreifachen Menge Salzsiiure 
6H Stunden lang am Riickflubkiihler gekocht, und hierauf, nach- 
dem die ganze Flissigkeit auf 1500 com gebracht worden war, 
mit) Phosphorwolframsdure gefallt. Der Niederschlag wurde 
hierauf abgesaugt und mit der hydraulischen Presse ausgeprebt. 
Ihe letzte Operation ist sehr wichtig, denn aus auf der 
Nutsche abgesaugten und fest geprefiten Niederschlage lel sich 
iit der hydraulischen Presse noch fast 1/6 der Gesamttliissigkeit 
vewinnen. Der Phosphorwolframsiurentederschlag wurde in 
der oben geschilderten Weise zerlegt. Nach erfolgter Entfernung 
des iiberschiissigen Barvts mit Schwefelsdure wurde die Phos- 
phorwolframsiiurefillung wiederholt, und der Niederschlag, wie 
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oben geschildert, behandelt. Die schlieblich resultierende Fliissig- 
keit, welche die durch Phosphorwolframsiure gefillten K6rper 
enthielt, wurde im Vacuum = eingedampft und der Riickstand 
verestert. Es konnten aber keine in Ather léslichen Ester isoliert 
werden, dagegen war beim Versuch, die Ester in Freiheit zu 
setzen, ein deutlicher Estergeruch wahrnehmbar.  Mithin sind 
sicher nur Spuren von Monoaminosiiuren vorhanden gewesen. 
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Bemerkungen zu meiner Arbeit: «Die chemische Konstitution 
des Morphins in ihrer Beziehung zur Wirkung». Zugleich eine 
vorlaufige Zuriickweisung der Angriffe von R. Pschorr. 


Von 
E. Vahlen. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitit Halle a. 3.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Mai 1903. 


Unter dem Titel: «Die chemische Konstitution des 
Morphins in threr Beziehung zur Wirkunge>»!) habe ich vor 
Jahr und Tag die Ergebnisse jahrelanger Studien ver6ffentlicht, dureh dic 

1. zum erstenmale der Beweis geliefert wurde, der physio- 
logisch bedeutsame Teil des Morphinmolekiiles nicht, wie bis dahin all- 
geinein angenoinmen, jedenfalls von keiner Seite bestritten worden, sondern 
sogar in die Lehrbiicher der Chemie und Pharmakologie tibergegangen war, 
der Morpholinring, sondern, was bis dahin, soweit mir bekannt, nicht 
cinmal vermutungsweise geiiufhert worden war, der Phenanthrenring set: 

2. zum erstenmale die Gruppe des Phenanthrens, aus der bisher 
kein einziges Glied bekannt war, das das Interesse von Physiologen oder 
Pharmakologen auf sich gezogen hiitte. in den Kreis toxikologischer und 
pharmakologischer Studien geriickt wurde, aus dem sie nun wohl nicht 
wieder verschwinden wird: 

5. zum erstenmale ein Weg bezeichnet wurde, auf dem man 
synthetisch (nicht vom Morphin ausgehend) zu Substanzen mit morphium- 
aibnlicher Wirkung gelangen kann. 

In meiner Beweisfihrung beansprucht ein besonderes Interesse eine 
von mir als Epiosin bezeichnete Base von der empirischen Zusammen- 
setzung C,,H,N,. Ich zeigte von dieser Base, sie identisch ist mit 
dem N-Methvidiphenylenimidazol: 


Das EKpiosin kann mit Leichtigkeit 

in schénen Krystallen von vollkKommenster 

Reinheit und konstantem Schmelzpunkt dar- 
C—N-CH.\,, 

gestellt werden. Nur solches Epiosin, von 

Fed dessen Reinheit ich mieh durch Bestimmung 

des Schmelzpunktes iiberzeugt hatte, Kam 

in Form seines in Wasser auberordentlich 


leicht léslichen Chlorides zu Versuchen an Tieren in Anwendung. 

In einer Reihe von Versuchen zeigte das Epiosin an Froschen 
und Hunden eine narkotische Wirkung, die als morphiumahnlich be- 
zeichnet werden 


1) Archiv fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie, Bd. 47, 
L902. 368. 
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Finige Monate nach der meiner Versuche erklarte 
der Chemiker R. Pschorr so nebenher in einer chemischen Untersuchung, ‘) 
ohne ein eimziges Tierexperiment anzufiihren, ganz kurz und_ biindig: 
‘Das Epiosin ist ein starkes Blutgift, indem sich bet Warm- 
blitern die Bildung von Methaémoglobin nachweisen lief, 
Die «Morphino-ihnliche Wirkung ist daher auf die Blutver- 
ainderung und nicht wie bei Morphinauf die Nervenwirkung zu- 
ruckzuftihren, so dafiein Vergleich v6llig ausgeschlossen ist.» 

habe bereits kurz darauf erwidert?) und erkliirt. es mir 
ber Hunden und Kaninechen bisher nicht gelungen ist. nach intra- 
vendser Applikation von Epiosin im Blute die Anwesenheit von Met- 
hiirmmoglobin wahrzunehmen, selbst (und das kiime fiir die Pschorrsche 
Auffassung ja gar nicht in Betracht) nicht einmal in so geringer Menge, 
als zum Erkennen mit dem Spektroskop hinreicht. 

Neuerdings hat Pschorr; in einer mit Bergell verfahten Arbeit, 
die in dieser Zeitschrift) erschienen ist, seine merkwiirdige Anschauung 
von der Epiosinwirkung von neuem ausgesprochen und die Experimente 
beschrieben, die sie beide Epiosinehloridlé6sung angestellt haben. 

lm ganzen werden sechs Tierexperimente mitgeteilt, 
die ich im folgenden kurz charakterisiere : 

I. Ks findet siteh darunter kein einziger Versuch am 
Hund und Kaninchen, Warum nicht ? 

Es wurden zwet Experimente an Fréschen mitgeteilf, 
die. ohme dafs die Autoren es nétig finden, ausdriiecklich darauf hinzu- 
weisen, meme Versuche an diesen Tieren vollkommen. be- 
stiitigen, doh. auch Pscehorr und Bergell konstatierten an Froéschen 
nach Eprostoninjektion narkotische Wirkung, es gelang, in 
Herzblut Methiimoglobuv auch nur spektroskopisch nachzuwelsen, 

3 In achtmonatlichen Bemiithungen ist es Pschorr und 
Bergell vegliickt. ein Siiugetier aufzufinden., bei dem sie 
nach Injektion einer (auf das Gewicht des Tieres berechnet) 
ca. 100!-fachen Menge von Epiosin, als ich durchschnittlieh 
ber meinen Hunden angewendet habe, eine geringe, nur mif 
dem Spektroskop nachweisbare Methimoglobinbildung im 
Blute gefunden haben wollen, niimlich eine Maus, und zwar 
eine einzige. 


Psehorr, Uber das 9-Amino-10-Oxyphenanthren (Vahlens 
Morphigenin) ete. Ber. d. deutseh. chem. Gesellseh.. Bd. 35. 1902, 
S. 

‘) Vahlen, Cher Morphigenin und Epiosin. Ber. d. deutsch. chem. 
Gesellseh., Bd. 35, 1902, S. 30-44. 

P. Bergell und R. Psehorr, Uber die physiologische Wirkung 
emiger Phenanthrenderivate, Bd. XXXVIIE S. 16. 
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Dieses Tier bekam auf ein Korpergewicht von etwa 15d Gramin 
die Dose von 0.2 Epiosinchlorid in 10%eiger Losung subkutan, also 
etwa die doppelte Menge Giftlésung. als es Blut besab. 

Ich habe in mehreren (nicht nur in einem einzigen) Versuehen 
an Miiusen die Pschorr-Bergellsche Angabe. die selbst, wenn sie 
‘(auch ganz abgesehen von der ungeheuerlichen Versuchsanordnung) 
richtig, vOllig belanglos wiire, nieht gefunden. leh bin 
sogar imstande, zu zeigen. dafi die beiden Autoren wahrscheinlich die 
Opfer eines groben Beobachtungsfellers geworden sind. 

4. Von den sechs Tierversuchen Pschorrs und Bergells sind 
nun noch drei iibrig. Sie sind an Vé6geln angestellt. einer Taube und 
zwel Hihnen. In dem Blute dieser Végel soll nach grofen 
Kpiosindosen Methimoglobin mit demsSpektroskop nachweis- 
bar gewesen sein. 

Nach eigener Beobachtung kann ich diese Angabe beziig- 
lich des Hahnes, die auch, wenn richtig. voOllig belanglos wire. 
nicht bestatigen. An Tauben habe ich nicht experimentiert: das sehien 
mir nach allem mehr als iiberfliissig. 

In den hier besprochenen vier Punkten ist alles enthalten, was 
Pschorr als Beweis fiir seine Anschauung betrachten darf. nach welcher 
die von mir an Hunden (und Kaninchen) experimentell bewiesene 
narkotische Wirkung des Epiosins auf einer Methéimoglobinbildung 
und zwar natiirlich nur auf einer solchen beruhen soll. 

Ich enthalte mich hier jedes Komimentares zu der Pschorr- 
Bergellschen Methode experimentell-pharmakologischer Beweisfiihrung, 
zumal ich eine ausfiihrliche Mitteilung meines Versuchsmateriales gleich- 
zeitigim Archiv f. exper. Pathologie u. Pharmakologie erscheinen 
lasse. 


In meiner Arbeit «Uber die chemische Konstitution des Morphins ete. 
diente als Ausgangspunkt einer Reihe chemischer Experimente und Tier- 
versuche das salzsaure Salz des von mir zuerst dargestellten 9-Amino- 
10-Oxyphenanthrens : 

i. das ich wegen seiner Beziehung zu Substanzen 
mit morphiumahnlicher Wirkung als Morphigenin 

OR bezeichnet habe. Durch Einwirkung von konzentrierter 

| | Schwefelséure auf Morphigenin in verschiedenen 
G-NH, relativen Mengenverhiiltnissen, bei ver- 

| schiedenen Temperaturen und bet verschie- 

dener Zeitdauer der Einwirkung wurden 
Produkte gewonnen, die mehr oder weniger deutliche narkotische Wirkung 
zeigten. Doch gelang es mir nicht. wie ausdriicklich in meiner 
Arbeit angegeben, die wirksamen Substanzen in reinem Zustand zu 
isolieren. Ich bezeichnete aber diese zu den Tierversuchen verwandten 
Sulfurierungsprodukte des Morphigenins kurz, aber mit aller Reserve. als 


x 


> % 
: 
4 
a 
ALS 
ae 
ae 
a 


QR Va hlen, Bemerkgn. zu meiner Arbeit : «Die chem. Konstitution etc. » 


Morphigensulfosiure. Der betreffende Passus meiner Arbeit (S. 395) lautet: 
Die der angefiihrten Versuche kOnnte durch Mitteilung weiterer 
Protokolle aus meinen Versuchsjournaien vergréfert werden. Sie wird 
aber veniigen. um die Berechtigung des Schlusses wahrscheinlich zu 
machen, durch Einwirkung von konzentrierter Schwefelsiure auf das 
Morphigeninehlorid Produkte von mehr oder weniger deutlich morphium- 
diimlieher Wirkung gebildet werden. Vermutlich handelt es stch um tsomere 
Mono-Di-ete.-Sulfosiiuren, die sowohl in der Qualitaét als auch in der 
lntensitiéit ihrer Wirkung von einander differieren und deren Trennung 
und Reindarstellung auf grofe Schwierigkeiten » 

seiner Polemik gegen meine «Morphigeninsulfosiure> 
stiitzt sich Psehorr in sermem ersten Angriff'!) wie in seiner mit Berge || 
verfafhten) Abhandlung*) auf ein Produkt. das er kurz bezeichnet als: 
nach Vahlen durch Einwirkung von konzentrierter Schwefelsiure aut 
Morphigenins gewonnen. Nun kann man aber aus meiner Arbeit ersehen : 

ich sehr versehiedene Sulfurierungsmethoden angewandt 
habe: i emem Falle wurde Morphigenin mit dem fiinffachen Gewicht 
von konzentrierter Schwefelsiiure auf 150—160° erhitzt. in einem anderen 
Morphigenin mit dem sechsfachen Gewicht von konzentrierter Schwefel- 
siiure bis 140" erhitzt. in einem dritten Falle teh die konzentrierte 
schwefelsiure ber Wasserbadtemperatar auf Morphigenin einwirken 
[berdies war die Zeitdauer. in der die konzentrierte Schwefelsiiure aut 
Morphigenin e:mwirkte. verselieden. Jedem Chemiker, also auch Pschorr 
ist-es bekannt, dal} bei jeder Sulfurterung je nach der Menge der kon- 
zentrierten Schwefelsiure. verschiedener Temperatur und verschiedener 
Dauner, verschiedene Produkte entstehen miissen. 

2. Daly entsprechend den verschiedenen Sulfurierungsmethoden 
aueh die entstandenen) Produkte verschiedene Wir- 
kungen hatten. 

Wer aiso meine mit) an Hunden 
angestellten Versuche auf ihre Glaubwiirdigkeit priifen will, scheint muir 
doch verpthehtet zu sem. em anderes Verfahren einzuschlagen, als das 
von Pschorr und Bergell bevorzugte, die einfach irgend ein durch 
Minwirkung von konzentrierter Sehwefelsiiure auf Morphigenin her- 
vestelltes Produkt hernehmen, das sie einfach mit der nichts wemiget 
als eindeutigen Marke «nach Vahlen dargestellt> versehen und auf alle 
movlichen Wirbeltiere, ausgenommen den Hund, einwirken lassen. 

Auch tiber diesen Punkt der Pscehorrschen Polemik wird in det 
bereits erwalinten Arbeit ausftihrlich diskutiert werden. 


7) Diese Zeitsehr.. Bd. XXXVI S. 32. 
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Beitrag zur Lehre des Einflusses der Kohlehydrate auf die 
Eiweif8faulnis. 
Von 
Dr. S. Simnitzki, St. Petersburg. 


Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts zu Berlin.) 


Der Redaktion zugegangen am 18. Juni 1903.) 


Vom theoretischen Standpunkt aus ist es, im Gegensatz zu 
den Anschauungen Pasteurs, wahrscheinlich, dai das Leben des 
Tieres auch ohne Bakterien im Darm moeglich ist. In der Tat 
haben Thierfelder und Nuttal!) durch thre auberordentlich 
mithevollen und sorgfiiltigen Untersuchungen erwiesen, dali diese 
Voraussetzung richtig ist und sogar Wachstum statttindet. 
Dennoch geht andererseits aus den bekannten Versuchen von 
Schottelius?) an Hiihncehen der Wert und die Bedeutung der 
‘Darmbakterien» fiir das Leben hervor. Es hat sich in diesen 
Versuchen an Hithnchen gezeigt, das Leben zwar ohne 
Bakterien moglich ist, aber die Entwicklung des Organismus 
ber Aufnahme steriler Nahrung nicht normal verlaiult und die 
Energie der Lebenserschemungen  erheblich  leidet, Folge- 
erscheinungen, die aufhdoren, wenn derselben Nahrung Darm- 
bakterien beigemischt werden. 

Wenn nun das Leben des Organismus im Zusammenhang 
mit den Giihrungsprozessen steht, so erscheint unter diesen 
Prozessen andererseits der gesteigerte Einweibzerfall, der im Darm- 
kanal unter dem Eintlusse der Bakterien zustande kommt, als der 
eefihrlichste, weil derselbe imstande ist, in gewissen Fallen eime 
vanze Reihe von pathologischen Erscheinungen mit) dem Cha- 
rakter von Intoxikationen (Resorptions- bezw. enterogene Auto- 
intoxikationen) heraufzubeschworen. Wenn schon, wie bekannt, 
inter normalen Verhiltnissen im Darmkanal aus Eiweibsub- 
stanzen sich toxische Substanzen bilden (Senator).*) so ist es 

Diese Zeitsely.. Bd. 09 Bd. S. 62. 


Archiv f. Hygiene, Bd. u. 40. 


Uber Hvdrothiondimie. Berliner Klin. Woehenselr.. Nr. 2 
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bei pathologischen Zustiinden im Bereiche des Darmkanals, 
hei denen die Prozesse der Metamorphose und der Assimilation 
der Eiweifsubstanzen eine Veriinderung erfahren, die 
Bakterienflora in aktiveren Zustand tibergeht oder einen andern 
Charakter annimmt, um so mehr der Fall. Die Ursachen, 
welche diese Verhiiltmisse schaffen, sind verschieden und lassen 
eine kurze Verallgemeinerung nicht zu. 

Der von Ch. Bouchard?!) gemachte Versuch, den Grad 
dev Intoxikation tiberhaupt mittels Studiums des «urotoxischen 
zu bestimmen, ergibt nicht immer einen zuver- 
Anhaltspunkt zur beurteilung des Intoxikationsgrades, 
ganz abgesehen davon, dab dieses Verfahren als eine Methode, 
welche wenigstens eine Vorstellung von der Intensitit der 
Darmegirungsprozesse gibt, keineswegs als zuverliissig betrachtet 
werden kann. Nachdem Baumann ue. a. die Wahrnehmuneg 
gemacht haben, dab die Faiulnisprodukte der aromatischen Reihe, 
mit Ausnahme der Homologen der Benzoésiiure, Phenylpropion- 
sitive und Phenvlessigsiiure, mit dem Harn in Form von Ather- 
schwelfelverbindungen ausgeschieden werden, hat baumann?) 
diese Tatsache zur Beurteilune der Intensitiit der Darmfiiulnis zu 
verwerten versucht. Die in dieser Richtung von baumann,’) 
Wassiliew,?) Fr. Miller.4) Ortweiler,®) Nencki®) und Sal- 
kowski ausgefiihrten weiteren Untersuchungen haben ergeben, 
sich die aromatischen Komponenten der Atherschwefel- 
verbindungen tatsiichlich Abhiingigkeit von der Aktivitéit der 
Bakterien bilden. Unter diesen Umstiinden lag es vollstindis 
auf der Hand, die Quantitiit der mit dem Harn zur Ausscheidune 
velangenden Atherschwefelyerbindungen als Indikator der Darin- 
fiiulnis zu betrachten: Wirklichkeit aber werden nicht alle 
Produkte des Eiweibzerfalls in Form von gepaarten SO,H,-Ver- 
hindungen ausgeschieden: auberdem hiingt die Ausscheidung 

(iaz. hebdom. de meéd. et chir., 1884. Nr. 21: Bull. de ta Soc 
de Biol. Lecons sur les autointoxtations. Paris 1887. 

*) Piliigers Archiv. Bd. 13. 8S. 285: diese Zeitschr.. Bd. X. S. 125 

Jeschenedelnaja Klinitscheska Gazeta, [882, Nr. 12—1+. 

Mitteilungen der Wiirzburger medizinischen Klinik, Bd. 2. 5. 54 

Tbidem. 155. 


®*) Benchte der d. Chem. Gesellschaft. Bd. & S. 336 u. 722 
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selbst vom Zustande des Absorptionsprozesses etc. ab. Diese 
Betrachtung hatte zur Folge, dali man in dieser Richtung nach 
neuen Methoden  fahndete (Albu!) Jaffe,?) Salkowski,’) 
Brieger,!) Sucksdorf),®) und die Klinik verdankt be- 
treffenden Untersuchungsmethoden einen sehr groben Teil der 
Erweiterung ihrer Kenntnisse der Prozesse der Eiweibtiulnis, 
die im Darmkanal unter verschiedenen Verhiiltnissen vor sich 
geht, sowie der sogenannten enterogenen Intoxikationen. 

Auberdem haben die Untersuchungen ergeben, dab ein 
gewisser Teil der genossenen Nahrung unvermeidlich der 
wirkung der Mikroorganismen des Darmtraktus anheimliillt. Nach 
den Untersuchungen von Macfadyen, Neneki und Sieber ®) 
werden im Diinndarm gewohnlich nur des Nahrungseiweibes 
assimiliert, wiaihrend der tibrige Teil desselben im Dickdarm in 
Fiulnis tibergeht; Tappeiner® berechnet einen Verlust von 
des «ausgentitzten EKiweibes» im Darmkanal des Pferdes durch 
bakterische Zersetzung. 

Mit dem = Fortschreiten unserer Kenntnisse des Wesens 
der Darmintoxikationen wurde nach Schutzmitteln gegen die- 
selben gefalindet und geforscht, indem man einerseits, der Idee 
Bouchards von der Desinfektion des Darmes folgend, phar- 
maceutische Mittel erprobte, andererseits, von der Empirie aus- 
gehend, den Einflub der verschiedenen diiitetischen Mitte! 
studierte. In letzterer Richtung ist eine ganze Reihe von Ex- 
perimenten gemacht worden, wobei die empirisch begriindete 
Ansicht, dai die Kohlehydrate die Eiweibfiulnis za beeinthussen 
vermogen, in den Untersuchungen von Miller’) und Ort- 
weiler®) — welche Autoren der bBeurteilung dieser Frage das 

') Berliner klin. Wochensch., L895, Nr. 44; Deutsche med. Wochen- 
schrift, 1897, Nr. 32. 

2) Virchows Archiv, Bd. 70, 3. 72. 

“) Virchows Archiv, S878, Bd. 73. 

4) Diese Zeitschr., Bd. HW. S. 241. 

©) Archiv f. Hygiene. 1886, Bd. 4. 

®) Archiv f. exper. Pathologie, Bd. 28S. 311. 

Zeitschr. Biologie, XX. 

Mitterlungen der Wirzburger medizinischen Klinik, Bd. 2.5. 

[bidem, S. 155. 
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Studium der Ausscheidung von Indikan mit dem Harn zugrunde 
gelegt haben — eine Bestiitigang gefunden hat. Die von E. Kraus‘) 
an Hunden angestellten Experimente haben iihnliche Resultate 
ergeben. Demgegentiber kann man aus den <Arbeiten von 
Biernacki?) und Eisenstadt?) den ziehen, dab die 
Kohlehydrate nur eine schwache hemmende Wirkung auf die 
Darmtiulnis ausiiben: in demselben Sinne hat sich vor kurzem 
auch Baekmann?’) ausgesprochen., 

In bezug auf die Milchdiait erklaren simtliche Autoren 
elnstimmig, dab bet derselben eine bedeutende Herabsetzung der 
Darmfiiulnis stattfindet (Poehl).°; biernacki.?2) Winternitz,*) 
Rennert,4 Skorodumow,®; Albu®) Desgleichen soll 
die Ausscheidung von Atherschwefelverbindungen mit dem Harn 
beim Genul von verschiedenen Milchprodukten, wie z. B. beim 
Genuh von Kise (Quark), abnehmen (Schmitz!) Gussarow 
Nusarow):!?) die gleiche Wirkung soll auch dem Kefir zu- 
kommen (Rovighip.?%) 

Was dieenigen Momente betrifft, die der Milch und deren 
Produkten die soeben besprochene Wirkung auf die Fiiulnis- 
prozesse verleihen, so gehen die Meinungen der Autoren in 


Diese Zeitsehr.. Bd. S. 067. 
Peutsehes Archiv klin. Medizin. Bd. #9: Medicinskoe Obosyr.. 
1891, Nr. 31. 
Archiv f. Verdauungeskrankheiten, Bd. 3. 155. 
Zeitschr. Klin. Medizin. Bd. S. 458. 
Petersburger med. Wochensehritt. PSs7. Nr. 30. 
Zeitsehr. pliysikalisehe Chemie, E892. S. 460. 
Uber den Einfluf& der gasierten und nichtgasierten Mileh auf die 
des vesunden Menschen. st. Peterburger Dissertation, [S93. 
Uber den KEintluf& der Milehdiiit) auf die Darmfiiulnis bei ge- 
sunden Menschen. St. Petersburger Dissertation, L895, 
Deutsche med. Woehenscehr. PSos. Nero 32. 
Zeitschr. physiol. Chemie, Bd. 19. S. 386. 
' Beitrag zur Frage des Eintlausses des Quarks auf die Darmfiiulnis 
hey cesunden Menschen. St. Petersburger Dissertation, 
den Einflaf& der Mileh und des Quarks auf die Menge 
im Harn und der Bakterren in den Stiihlen. St. Peters- 
burcer Dissertation, ESQ), 


Diese Zertsehr.. 20. 
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diesem Punkte auseinander. Im groben und ganzen lassen sich 
diese Ursachen auf folgende Momente zuriicktiihren: 

L. auf die den andern Eiweibkorpern gegeniiber geringere 
Neigung des Caseins, in Fiiulnis tiberzugehen: 

2. auf die Wirkung des Milchzuckers und 
3. auf die Wirkune der Milchsiiure (sowie anderer 
Sauren) als Zersetzungsprodukte des Milchzuckers, 

Nach Hirschler?!) soll das Fett an der besprochenen 
Wirkung der Milch und deren Produkte gar keinen Anteil 
haben, weil es im Gegenteil die Fiiulnisprozesse  begiinstigt 
(Backmann).?) Andererseits verhalt sich das Casein, wie es 
Winternitz*) gezeigt hat, den Fiiulnisprozessen  gegeniiber 
wie jede andere Eiweibart. Da auch der Kiise seine Fiihigkeit, 
die Darmfiiulnis zu hemmen., embiifit, wenn thm mitteis Ex- 
traktion der Zucker entzogen wird, so liiuft die Wirkung der 
Milch auf die Darinfiiulnis auf den Eintlub des Milchzuckers 
hinaus. Hirschler!) hat schon frither gezeigt, dab Rohr- 
zucker, Glycerin, Dextrin, Stiirke, Glykogen und milchsaurer 
Kalk auf die in’ Eiweiblosungen vor sich gehenden Fiéiulnis- 
prozesse hemmend wirken: von der Tatsache ausgehend. dal 
hel allen Experimenten cine geniigende Quantitiit, Alkalien zur 
Bindung der ber der Giivung entstehenden Siiuren hinzugesetzt 
wurde, spricht) sich Hirsehler dahin aus, dali die grobere 
siurebildung anscheinend keine Rolle spiele, und dafi in den 
Mischungen, welche Zucker (bezw. Kohlehydrate) enthalten, die 
Anwesenheit) dieses letzteren. wie man annehmen mut, das- 
jenize Moment sei, welches den hemmenden Einflub auf den 
Gang der Eiweibfiiulnis ausiibt. Auberdem laibt er auch die 
Moghichkeit einer Formveriinderung der Bakterien unter dem 
Kinflusse des Zuckers zu. Dieser Ansicht schliebt sich auch 
Winternitz?) an. Seelie.4) der mit Bact. coli experimentiert 
hat, nimmt gleichfalls en, dal der Milchzucker per se die Zer- 


Uber den Einfluf& der Kohlehydrate auf die Diese 
Zeitschr.. Bd. S. 306, 

*) Zeitschr. f. Klin. Medizin. Bd. 46. 8. 458. 

Zeitsehr. f. physiologische Chemie, 5. 460 


Virchow’s Archiv. 1896, Bd. 146. 33. 
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setzung von Pepton hintanhilt: jedoch mub darauf hingewiesen 
werden, dab tier eine bedeutende Entwicklung von Sauren 
heobachtet wurde, wenn auch die Anwesenheit von Milchsiiure 
nicht konstatiert werden kKonnte. Rovighi!) mibt auf Grund 
seiner mit Kefir ausgefiihrten Experimente, bei denen ein Teil 
des Milehzuckers durch Giirung in Milchsiiure tiberging, auch 
dieser letzleren eine gewisse desinfizierende Wirkung bei. Nach 
Blumenthal hiingt die fiulmishemmende Wirkung der Milch 
von der Siurebildung auf Kosten des in der Milch enthaltenen 
Zuckers ab. Weitere klinische Untersuchungen tiber den Einfluss 
vewisser Zuekerarten auf die Darmfiulnis haben ergeben, dal 
sowohl Milchzucker in einer Quantitiit von 75 @ pro die (So- 
lneha.?) Kopecki) wie auch Traubenzucker in einer Quan- 
von 70 pro die (Wereschtschagin)4) die Darmfiiulnis 
hedeutend herabsetzen: die Milchsiiure tibt eine solche Wirkung 
aus. wenn sie in einer Quantitat von 1.5 pro die verabreicht 
wird Bei Genub von Milch und Quark sinkt die Zah! 
der inden Faeces enthaltenen Bakterien bedeutend (Nasarow).°) 

Dab konzentrierte Zuckerl6sungen die Lebensfihigkeit der 
Bakterien zu beeinflussen vermogen, beweisen die Versuche 
der Wundbehandlung in der antiseptischen Zeit, als man. sich 
derselben bediente, um einer eventuellen Eiterung der Wund- 
oberfliiche vorzubeugen. Noch im Jahre hat Jaeques 
Bev’) Zuckersirup zur Behandlung von Verbrennungen  em- 
plohlen. Fischer’) hat sich tiberzeugt, dab Eiter, Trans- und 


Tiese Zeitschr.. L892, S. 20. 

-) Beitrag zur Frage des Einthusses des Milechzuckers auf den Ei- 
weilstoffwechsel und die Darmfiiulnis ber gesunden Menschen. St. Peters- 
burger Dissertation. 

) Beitrag zur Frage der Wirkung des Milehzuckers und der Milch- 
siiure aut die Harnsekretion und die Darmfiéiulnis ber gesunden Menschen. 
st. Petersburger Dissertation. L900, 

* Beitrag zur Frage des Einitlusses des Traubenzuckers auf die 
bei gesunden Menschen. St. Petersburger Dissertation, 

Uber den Einfluf der Mileh und des Quarks auf die Menge de: 
Atherschwefelsiiuren im Harn und der Bakterren in den Stiihlen. St. Peters- 
burger Dissertation, 

Revue gener. de clin. et de thérapeutique, 31. Mai 1888. 


Zeitschr. f. Chirurgie, Bd. 22. S. 225. 
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Exsudate im beisein einer 25° oigen ZuckerlOsung liingere Zeit 
unzersetzt. erhalten werden konnten. Die Fortschritte der 
Bakteriologie haben gelehrt, dab Zucker selbst in sehr schwachen 
Konzentrationen bisweilen einen ungtinstigen Einfluf auf die 
vitalen Eigenschatten gewisser Bakterien, beispielsweise des 
Staphylococcus pyogenes aureus, ausiibt. So verliert z. der 
Staphylococcus pyogenes aureus unter Einwirkung einer 
Zuckerlosung sein Vermégen, Pigment zu produzieren (Bujwid),?) 
withrend der Choleravibrio in’ alkalischen Eiweifimedien kein 
Indol produziert (Corini):?) manche Bakterien verlieren ihr 
proteolytisches Vermogen (Auerbach):%) schlieblich gibt) es 
auch solche Bakterien, auf welche schon Spuren von Zucker 
verderblich einwirken (Hellstrom). 4) 

In Anbetracht des Umstandes, dai die Wirkung der ver- 
schiedenen Zuckerarten auf die Faulnis erst im Darmkanal zur 
Geltung kommt, ist es von Interesse, von einigen Angaben 
tiber das Schicksal des per os eingefiihrten Zuckers Kenntnis 
zuonehmen. bekanntlich werden Saecharosen nicht se, 
sondern, nachdem sie gewisse Veriinderungen erfahren haben, 
vom Organismus aufgenommen: so bestehen beispielsweise fir 
Milchzucker schon im Magen Verhiiltnisse, die eine Spaltung 
desselben in Glukose und Galaktose erméglichen (Hammarsten), 
nach Dastre®) geht die Aufnahme des Milchzuckers aus dem 
Darm nur in diesem Zustande vor sich. Albertoni®) hebt 
hervor, dali Milchzucker viel schwerer resorbiert wird als 
(iukose (Traubenzucker) und, indem er linger im Darmkanal 
verweilt, eine durch Bakterien bewirkte Zersetzung  erfalirt, 
wobel in den obern Abschnitten des Darmkanals Milchsiiure, 
im untern Abschnitt weitere Zersetzungsprodukte desselben 
pravalieren (Nothnagel und Robbach). 


Centralblatt f. Bakteriologie, LSS8. Bd. 2. S. dss. 
2) Ibidem, Bd. 13, S. 790. 

Archiv f. Hygiene, 1899, Bd. 31. 8. 311. 
Centralbl. f. Bakteriologie, 1. 170. 217. 


Transformation du lactose dans lorganisme. Arch. de physiol., 


$890, 3. 203. 
Arch. italien. de Biologie, 1895, T. 14. p. 321. 


)} Lehrbuch der Pharmakologie. 2. russische Ausgabe. Bd. 2. S. 479. 
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Indem ich mich nun meinen eigenen Untersuchungen 
zuwende, mochte ich zuniichst darauf hinweisen, dai denselben 
das Studium des Einflusses des Milchzuckers als eines der 
Bestandteile der Milch auf die Fiéiulnis zugrunde gelegt worden 
ist. weil die Autoren den Einflub des Milchzuckers auf die 
Fiiulnis im Pringzip zwar anerkennen, in ihren Ansichten iiber 
die Art und Weise, in der diese Wirkung stattlindet, auseinander- 
gehen. Da aber nach Neneki (Uber den chemischen Mechanis- 
mus der Fiulnis, Journal fiir praktische Chemie, 17, 105) 
bei Faulnis von Eiweibsubstanzen Hydratations-, Oxydations- 
und Reduktionsprozesse beobachtet werden, so konnte man als 
Resultat der Hydrolyse des Milchzuckers in faulenden Mischungen 
matiirlich teilweise eine Spaltung desselben in Traubenzucker 
und Galaktose erwarten: aus diesem Grunde wurde gesondert 
auch der Eintlub dieser Zuckerarten auf die Eiweibfiulnis 
untersucht. Das Interesse dieser) Experimente wird noch 
dadurch vehoben, dab Milehzucker auch im Magen-Darmkanal 
sich in dieselben Kompenenten spaltet.. AuBerdem kann man, 
wenn oman die durch die Aldehyvdgruppe bedingten 
Kigenschaften der Glukose in Betracht zieht, an die Moéglich- 
keit denken, unter dem Einflusse der Fiiulnis  be- 
gleitenden Reduktionsprozesse auch eine partielle Umwandlung 
der Zuckerarten Alkohol stattfindet. Dieser 
Umstand gab Veranlassung, einen Versuch mit Mannit: anzu- 
stellen und die Wirkune desselben auf die Eiweiffiiulnis zu 
studieren, umsomehr als Hirsehler auf den Eintlifi des 
Givcerins (Batomiger Alkohot) aufmerksam gemacht hat. 

Von den oben angettihrten Tatsachen beanspruchen 
besonderes Interesse unbedinet die so hiiufig zitierten, von 
Hirschter erzielten Resultate. Jedoch lassen sich gegen die 
von Hirschtler ausgefiihrten Experimente einige Einwendungen 
machen. Erstens geht aus der Versuehsanordnung hervor, dab 
in der Fliissigkeit, welche der Fiiulnis ausgesetzt war. wenig 
Kiwetbsubstanzen enthalten waren, da diese Fliissigkeit) nur 
ein Fleisch- und Pankreas-Extrakt war, so dai die Zahl der 
hinzuvefiigten Kohlehydrate (16 2) zu bedeutend bezug aut 
das Eiweil gewesen sein konnte. Zweitens wurden den 
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Experimenten Hirschlers die Mischungen in’ Kolben 
Autoinfektion» tiberlassen., wobei natiirlich infolge der 
verschiedenen Verhiiltnisse des Mediums (Vorhandensein und 
Nichtvorhandensein von Zucker) schon a priori eine Ditferenz 
in der Bakterienflora) angenommen werden kann: drittens 
wurde die Quantitiit des Ausgangs- und des durch die 
Bakterien zersetzten Eiweibes dem einen und in dem 
anderen Falle nicht) bestimmt: auberdem fehlen Angaben 
dariiber, ob am Ende des Experiments der ganze Zucker zer- 
setzt oder ein Teil dessetben noch unveriindert war. 

Alle diese Momente schatfen gewisse Schwierigkeiten be! 
der Beurteilung der so interessanten Untersuchune iiber den 
Kinfluh der Kohlehyvdrate auf die Faulnis. Aus diesem Grunde 
schien es von Interesse und fiir das Verstiindnis des Wesens 
der vor sich gehenden Erscheinungen wichtig, die quantitativen 
Beziehungen der bet der Fiiulnis sich bildenden Substanzen 
zu erforschen und auf diese Weise den Modus der Eimwirkung 
der verschiedenen Zuckerarten resp. der Kohlehvdrate niher 
zu Charakterisieren., 

Indem ich einerseits bestrebt war, mich im wesentlichen 
an die Experimente Hirschlers anzulehnen, und andererseits 
erwog, dai nach den Arbeiten von KE. und H. Salkowski 
die Prozesse der Eiweibfiiulnis, welche ber der experimentellen 
Erforschung der Frage stattlinden, in hochstem Grade an die 
Prozesse der Eiweiifaulnis im Darm ermnern, habe ich es 
als zweckmiifiger erachtet, nicht mit irgend welchen bestimmeten 
bakterienarten, sondern mit) Mischkulturen) arbeiten., um 
wenlgstens gewissermaien die Moéglichkeit) zu haben. die 
eewonnenen Tatsachen zur Eriiiuteruang der Frage 
der verschiedenen Zuckerarten resp. Kohlehydrate aut 
die Darmtitulnis zu verwenden einer Frage, welche. wie 
wir bereits gesehen haben. mehrfach zum Gegenstand det 
kKiinischen Untersuchung auserkoren wurde. 

Bei der quantitativen Analyse der Produkte, mit) welchen 
ich bei meinen Experimenten zu tun hatte, bestimmte ich nur 
elnige, fiir welche bereits mehr oder minder genaue Methoden 
vorhanden sind, und welche zur Beurteilung der Fiiulnis am 
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wichtigsten erscheinen, wie Phenol, Indol, Ammoniak, SH, und 
Merkaptan: auberdem wurde auch die Quantitat der zur Ent- 
wicklung gelangenden  fliichtigen und nichtfliichtigen Siéiuren 
bestimmt. Indem ich die Quantitéit des durch die Bakterien 
zersetzten Eiweibes bestimmte, hatte ich einen ungefiihren 
Mabstab zur Beurteilung der Itensitiit der unter dem Einflusse 
des Zuckers stattlindenden bakteriellen Zersetzung. Auberdem 
wurden je nach den Verhiiltnissen auch andere Produkte 
bestimmt, meistenteils qualitativ (Aldehyd, Bernstein- und 
Milchsiture ete.). 

Die Versuchsordnung war folgende: In 2) Kolben (von 
je | Raumegehalt) wurden je tlO0—-1150 cem Wasser ge- 
sossen: letzteres wurde so lange gekocht, bis in den Kolben 
nur noch t | Wasser blieb, was durch einen an den Kolben 
angebrachten Strich bestimmt wurde: hierauf wurden die 
Kolben mit Watte versehlossen und der Abkiihlung iiber- 
lassen. Nach der Abkiihlung wurden in die Kolben je 125 ¢ 
ein und desselben feingehackten) mageren Fleisches (ca. 25 
Kiweib), je 20 com in Kiilte gesiittigte Natriumcarbonatlosung 
und in einen der Kolben eine bestimmte Quantitiét Zucker 
(12.5 oder 6,25 2) hineingebracht. Die Kolben wurden mit 
einer bestimmten Quantitiit (40 cem) emer faulenden Eiweib- 
mischung (Impfmischung nach Salkowski: Practicum der 
physiologischen und pathologischen) Chemie. berlin 1900, 
S. 225) infiziert. Diese Infizieruangsmethode hat viele Vor- 
ziige, weil in diesem Falle, wenn man die Verhiiltnisse des 
Antagonismus im Wachstum der Bakterien, welche Eiweil- 
substanzen und Kohlehydrate resp. Zucker spalten, in Betracht 
zicht, eime Baktertenflora hineingebracht wurde, die augen- 
scheinlich eime egrobere Affinitit) zu besitzen mu, — 
Die Befolgunge der oben geschilderten MaSinahmen leistete uns 
somit gentigende Gewahr fiir den Vergleich der bei der Analyse 
erhobenen befunde: der Infizierungsmodus, die Menge der fiir 
das Experiment) verwendeten Substanzen, sowie die tibrigen 
Versuchsbedingungen waren itiberall die gleichen, der 
Ciiterschied lag nur darin, dab zum Inhalt des cinen der 
holhen Zucker zugesetzt. wurde, wiihrend der andere Kolben 
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zur Kontrolle und als Vergleichseinheit diente. Die Kolben 
wurden mittels Kautschukpropfen verschlossen, die mit zwei 
Offnungen versehen waren: in der einen Offmung steckte ein 
langes GlasroOhrchen, das in die Fliissigkeit versenkt war, und 
dessen oberes, mit Watte verschlossenes Ende mit der Luft 
kommunizierte: in der zweiten Offnung steckte ein kurzes 
Rohr, welches  mittels eines Gummirdhrchens mit) einem 
Glasrohr kommunizierte, das bis auf den Boden eines Wulfschen 
Getibes reichte, welches eine L6sung von Quecksilbercyanid 
enthielt. Die Kolben wurden in den Brutschrank (39-—-40° C.) 
fiir die Dauer von 4 Tagen gestellt und haufig geschiittelt, 
Dieser Zeitraum ist aus dem Grunde gewihlt worden, weil 
er, sofern man nach den Vorversuchen urteilen kKonnte, fiir 
die Zersetzung der fiir den Versuch verwendeten Zuckermenge 
ausreichend war. Die Quantitét der zu priifenden WKohlehydrate 
machte 25° und 50°%/o des Eiweifes der Mischung aus. Die 
Gesamtzahl der Experimente betrigt 20, diejenigen, die zur 
Aufklirung speziellen’ Fragen) vorgenommen wurden, 
nicht mitgerechnet. 

Was die Details der Methodik der Analyse betrifit, so 
mochte ich mich, um Wiederholungen zu vermeiden, auf die 
Arbeiten von E. und H. Salkowski, von Blumenthal!) und 
das Lehrbuch von F. Hoppe-Sevler-Thierfelder berufen und 
nur hervorheben, dab ich das Indol mittels direkter Methode als 
solches bestimmte, weil diese Methode augenscheinlich genauere 
Resultate liefert, als die Bestimmung des Indols in Form von 
Nitrosoindol bezw. von pikrinsaurem Indol (Blumenthal S. &). 

Im groben und ganzen war der Verlauf der Untersuchung 
folzender: Nach 4tiigigem Stehen der Mischungen im Brut- 
schrank wurden aus den Kolben die Gase (SH, und Merkaptan) 
mnittels 14/2—2stiindiger Durchleitung von Luft durch die oben 
naher geschilderten vereinigten) Gefabe mittels Wasserstrahl- 
pumpe, unter mabiger Erwirmung der WKolben mit den faulenden 
Mischungen auf einem Sandbad, entfernt und ino emer Queck- 
silberevanidlésung aufgefangen. — Hierauf wurden yon den 
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Mischungen unterZusatz von Wasser modglichst genau je 1500 cem 
abdestilliert und das gewonnene Destillat filtriert: ein Teil des- 
selben wurde qualitativ auf Indol (Reaktionen von Nencki, 
Legal, sogenannte Cholerarotreaktion), sowie auf Phenol und 
Parakresol (Reaktion mit Millonschen Reagens und HCl + Brom- 
wasser), Alkohol und Aldehyd (Reaktion mit SO ,H, chrom- 
saures Kali, mit Jod-Jodkalium NaHO und ammoniakalisch- 
alkalischer Silberl6sung) untersucht. L000 cem wurden mehrtach 
mit Ather bearbeitet, der Atherauszug nach  mehrmaliger 
Schiittelung mit schwacher NaHlO-Losung diente zur Bestimmung 
des Indols. 300 com Destillats dienten) zur Bestimmung des 
Phenols din Form von Tribromphenol), 

Der im Kolben gebhebene Riickstand wurde eingedampft 
und durch Bearbeitung mit 95° oigem bezw. absolutem Alkoho! 
in einen Alkohol unl6slichen und einen in Alkohol lOslichen 
Anteil getrennt. Der in Alkohol unl6sliche Anteil diente, nach- 
dem er mit Ather extrahiert und dadurch getrocknet war. zur 
Bestimmung des der Zersetzung durch die Bakterien entgangenen 
Kiweibes. Der Alkohol lostiche Anteil wurde eingedamptt. 
dann mit verdiinnter Schwefelsiiure destilliert, die fliichtigen 
Siinern im Destillat durch Titrieren bestimmt. Der bei der 
Destillation gebliebene Riickstand wurde mit alkoholhaltigem 
Ather angeschiittelt’ und dieser Auszug gleichfalls titriert (nicht- 
liichtige Siiuern), 

Indem ich mich nun der Betrachtung der von mir erho- 
benen Befunde zuwende, erachte ich es im Interesse der weitern 
Darstellung fiir zweckmibig, darauf hinzuweisen, welchen Eintiul 
der eine oder der andere Prozentgehalt der faulenden Mischungen 
an Zueker aut die Zersetzune des Eiweibes durch Bakterien- 
gehalt hat. weil die betreffenden Quantitiiten ber den weitern 
Betrachtungen als Mabstab zum = Vergleich der gewonnenen 
Produkte dienen werden (Tabelie 1). 
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Tabelle 


Prozen- Quantitiit der zer- | Quantitat 
tuales Ver- des unzer- 
Experimente haltnis des setzten Eiweifisub setzt ge- 
Zuckers zum Versuchs stanzen bliebenen 
Fiweis ing in Prozent | 20ckers 
A 200 % Tage 16.4 L.765 ¢ 
Kontrollversuch 0) > 24,33 97,32 0) 
= b YD) 4 Tage 6.73 | 2692 0) 
2; 4 Tage [8.5 TAY 0 
Kontrollversuch () 23.69 94.76 0 
= I) t Tage 10.8 43,2 0 
= Kontroliversuch () GES () 
S 
E 25 4+ Tage 16.5 66.0 0) 
Kontrollversuch D3 | 0) 
H DO t Tage 19.02 76.08 0) 
J 25 4 Tage 
= Kontrollversuch () {8.93 | 75.72 () 
K | 4 Tage | 12,75 540 
= | Kontrollversuch () 2138 () 
=. 


Aus der Betrachtung der im Vorstehenden verzeichneten 
befunde geht deutlich hervor, starkste  hemmende 
Wirkung auf die Kiweibzersetzung durch die Anwesenheit vou 
Milehzucker, dann durch diejenige von Traubenzucker bedingt 
wart die Wirkune der Galaktose hat sich als eme sehr beschrankte 
erwiesen, und deren Anwesenheit in einer Quantitat von 25°/0 
im Verhaltnis zu der Einweibquantititt der Mischung blieb schon 
fast tiberhaupt ohne Einthib auf den Zersetzungsvorgang. Dte 
Mitte) zwischen Traubenzucker Galaktose 
Wirkung nach Mannit ein. Aus einigen speziellen Experimenten 
hervor. dab die Zersetzung Mischungen mit und ohne 


und semer 


Zucker am ersten Tage des Experiments ungefahr zu gleicher 


Zeit beginnt. Daraus folet, dab die Zersetzung des 
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die in beiden Fallen gleichzeitig beginnt, in Gegenwart von Zucker 
quantitativ nicht mit gleicher Energie vor sich geht. Was die Ab- 


weichungen im Zersetzungsvorgang selbst betrifft, so geht dies aus 
der Betrachtung und der Gegentiberstellung der einzeluen Sub- 


stanzen, die sich im Laufe des Experiments bilden, deutlich hervor. 


Phenol und Indol. 


Tabelle IL. 


Kxperimente 


Prozen- 
tualesVer- 
haltnis des 
Zuckers z 


Dauer 
des Ver- 
suchs 


Quantitat d. Phenols 


im prozen- 
tualenVer- 
in Gramm haltnis z. 


Quantitat des Indols 


lim prozen- 
tualenVer- 
in Gramm) fialtnis z. 


zersetzten izersetzten 
Kiweib Eiweil 
A 200 | 9 Tage 0) () 0 0) 
Kontrollversuch 0) O.164 | 0.68 0.1563 0.6 
= IS av) 4 Tage 0) 0) 0 () 
N + 
Kontrollversuch {) 0.0987 0.43 0.0854 0.38 
4 Tage] 0.044 | 0.238 0.043 0.232 
Kontrollversuch () 0.087 | 0.56 O10L1 | O. t25 
| | 
1) Tage | O | 
| 
Kontrollversuch 0) 0.093 | 0.405 0.092 O04 
23 4 Tage | 0.047 | (),28 0,023 O14 
Kontrollversuch 0) 0,102 | 0.437 O35 
av) + Tage Ov | 
Kontrollyversuch () ().22 — 0.1462 
(i Tage} — 0068 — 
Kontrollversuch () 0.1047 0.106 | 
| 
H Tage | 0.0154 | 0,08 | 0,003 0.016 
Kontroliversuch} OLOL | O44 0.0824 0.363 
J 14 Tage | 0.0668 0.38 | 0.0658) 0.357 
| | 
Kontrollversuch 0 0.0849 | 0.452 0.075 | O.4 
| 
= { K Tage 10.04324) 0.39) | 0.032 0.25 
3 | Kontrollversuch () O51 
i 


In den Experimenten F und G wurde die Quantitit des durch cic 


Bakterien zersetzten 


Kiweibes nicht bestimmt. 
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Aus der vorstehenden Tabelle geht hervor, die An- 
wesenheit von 50° Milchzucker oder Traubenzucker in der 
Kiweibmischung die bildung von Phenol und Indol (innerhalb 
eines 4 tagigen Zeitraums) vollstiindig hemmt: Beisein von 
200% 9 Milchzucker fehlen Indol und Phenol selbst gegen Ende 
des 9. Tages, zu welcher Zeit die Menge des zersetzten Eiweibes 
65.6% ausmacht. Galaktose und Mannit (50°/o) besitzen diese 
Kigenschaft nicht, wenn auch die Bildung von Indol und Phenol 
ber Galaktose sehr beschriinkt ist. Im Beisein von geringeren 
Quantitiiten Trauben- und Milchzucker (25 °/o) ffllt diese lem- 
mende Wirkung derselben aus. Immerhin bildet) sich dabei 
um die Hilfte weniger Indol und Phenol, als in) ent- 
sprechenden WKontroliversuchen. onachsten kommt dann 
seiner Wirkung nach Mannit (50°/o), wihrend fiir Galaktose 
(25° 0) die Differenz, welche sich aus dem Vergleich mit) dem 
betreffenden Kontrollexperiment ergibt, schon eine sehr 
hedeutende ist. 

Ammoniak.!) 


Tabelle 


1) Fs ist zu bemerken, die Werte durchsehnittheh etwas zu 
niedrig sein diirften, infolge der angewendeten Methode. Das Ammoniak 
wurde niimlich im Destillat bestimmt. nachdem dasselbe behufs Gewinnuneg 
von Indol mit Ather ausgeschiittelt war. Es zelgt sich hier aueh die 
schon von Blumenthal hervorgehobene Schwierigkeit. die Mischungen 
nach allen Richtungen quantitativ zu verarbeiten. 


| Prozent des 
Stickstotfes | 
—Quantitiit | Quantitiit des NH, im! 
Verhaltnis 
des | dessen des Stickstoff | Stick. | Ver- 
zersetzten| Stickstoff NH, im desselben hiiltnis 
Kiweifes Destillat | tiberge. 
| gangenen | 
| | Kiweises 
| | 
A 2.618 O.1321 0.0878 336 |) 
~ Kontrollversuch = — | — | 
B 6.73 | 1.077 0.0680 0.0560 
| Kontrollversuch 22.25 | 3.568 1.4996 | L2348 34.61 J 
=. | 
Kontrollversuch) 23.69 | 3.790 | 1.2089 O.9954 | 26,25 
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Stickstoffes | 
Quantitat Quantitat des NH, im) 
Verhaltnis 
des dessen des Stickstoff zum Stick- Ver- 
mxperimente sersetzten | NH. j stotf des in 
en Stickstoff, desselben | Zersetzung | hiiltnis 
Eiweikes Destillat iiberge- 
gangenen 
Eiweibes 
1) 10.80 1.725 O1275 6.08 \ [379 
Kontrollversuch 22.99 3.672 1.0) OS309 22.6: J 
=| Kontrollversuch 23.10 3.696 1.3070 1.0766 29.13 } 
= O.7508 O.6193 
= Kontrollversuch L.S520 L.d078 J 
| 61.7136 1.4112 | 
| Kontrollversuch - [5680 j 
HH 19.02 3.043 0.5702 15.43 1-910 
| Kontrollversuch 22.68 3.629 | 1,2138 
= J PS.50 2960) OWDS2 0.5421 18.31 \ 
| 1.05 
=| K 12,75 20M) 
| Kontrollyersuch 21.38 L.a716 1.2042 38.00 J 


Ms hat sich somit- auf den Gehalt des Destillats an NH, 
elerchfalls aufallender Weise der Einflab sowohl der betretfen- 
den Zuckerart, wie auch die Quantitiit des) Zuckers der 
faulenden Eiweibmischune geltend gemacht. Dies tritt uns mil 
vugenschemlicher Klarher den in der Pabelle angefiihrten 
Experimenten entgegen. So haben z. B. ber Anwesenheit) von 
Zucker in der Mischunge die in Prozenten bezug aul 
den Stiekstoff der entsprechenden) Mengen des in Zersetzung 
ibergegangenen Enweibes berechneten Stickstoffmengen des im 
Haupt- und Kontrollexperiment zur Bildung gelangten Ammontaks 
sich zu eimander wie 6.5 bet Milchzucker, wie 1:3,72 bei 
Traubenzucker, wie L:2.t bet Galaktose und wie 1: bet 
Mannit verhalten. Eine so hohe Ditferenz wurde ber geringerem 
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Zuckergehalt, beispielsweise bei 25° 9, nicht beobachtet, wiihrend 
sie im Experiment mit Galaktose schon fast verschwindet (Ex- 
periment I). Auf diese Weise war die schwach ausgesprochene 
Ammoniakproduktion in den zuckerhaltigen Mischungen, nament- 
lich wenn man die bedeutende, durch Zersetzung der Mischungen 
bedingte Sadurebildung in Betracht zieht, natiirlich unzureichend, 
um eine geniigende Alkalescenz des Mediums zu geben, welche 
fiir die weitere Zersetzung der Eiweifsubstanzen durch Bakterien 
so notwendig ist: man mu infolgedessen in dieser Erscheimung 
ohne Zweifel einen der Faktoren des hemmenden Eintlusses 
auf die Eiweibfiiulnis erblicken. 


Schwefelwasserstoff und Merkaptan. 


In zuckerhaltigen) Mischungen trat schon am zweiten Tage 
des Experiments Ausscheidung von SH, ein, was sich durch 
den Ausfall eines schwarzen Niederschlags der Quecksilber- 
evyanidlésung zeigte: Inmerauf gesellte sich zu dieser Erscheinung 
der Austall von Merkaptan hinzu. In Mischungen, welche keinen 
Zucker enthielten, verschwand diese Differenz, und die Ausschei- 
dung der Gase, welche gleichfalls am zweiten Tage begann, erreichte 
eewOhnlich eme hohere Intensitiit. Die Niederschlige, welche 
sich in’ den) Quecksilbercvanidlésungen bei den Experimenten 
mif Zucker bildeten, sahen gewohnlich dunkler aus. withrend 
sie in den entsprechenden Kontrollexperimenten yon gelblich- 
oliver Farbe, flockig und mehr volumin6s waren. Im Experiment A 
(200%) Milehzucker) begann die Ausscheidung von Schwefel- 
Wasserstoff erst am Ende des vierten Tages. Der Niederschlag 
diente zur Bestimmung der ausgeschiedenen Sclwefelwasserstolf- 
und Methylmerkaptanmengen. Von der Annahme ausgehend, 
dab frisches Fleisch 0.216% Schwefel (nach enthiilt, 
habe ich daraufhin auch die Berechnune des S fiir meine Ex- 


permmente ausgeftihrt Gn 125 @ waren O.27 ¢ S enthalten). 
Voit Bischoff: Ernaihrung des Fleischfressers, S. 302. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift physiol. Chemie. XNNIN. 
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Tabelle IV. 


| 


Von dem abge- Von dem abge- = 
S im spaltenen ist 52) spaltenen 5 ist = = 
Experimente zersetzen | als abge- 2224 als Merkaptan 
oy in g in Proz, ~~ Prozent [7 
A OL7712 O.O16 100 3,92 | () 
| Kontrollversach 24.33) 0.26276 0.0571 21.15 0.0384 | 1422 
6.73] 0.072680} 0.001 1000.37 0) | 0) 
= Kontrollversuch | 22.55 0.24350 66.406 0.0226 33,544 38.37 
Kontrollversuch 23.69} 0.25855) | 0.062400 | 73.24 23.11 0.0228 26.767 
=| 1) LO8 O.0152 100) 5.63 () \) () 
= | Kontrotiversuch 22.95] | 0.08672 | 71.520 17.3 OOL86L | 28487 65 
| 19.02} 0.20542) 62.28 7.33. 0.01200 | 4.4 
22 OST O2EEVE O.OB9D5 68.63 14.68 O,OLS06 | BLBT 64 
[2.25] 0.138746 [0.0246 67.335 | 82.67] 41.42 
| Kontrofiversneh O28090 | 66.57 14.5 0.02130 | 33.437 7.89) 
| | 


Aus der vorstehenden) Tabelle geht hervor, dab in den 


Kontrollexperimenten (#tigigen) von dem Schwefel, der in Form 
von Gasen, niimlich Form von Schwefelwasserstoff und 
Merkaptan, abgespalten ist, auf den Schwefel des ersteren 
66,46 —71,52°'o, auf denjenigen des letzteren nur 29,48—33,5 4° 
entfallen, wober die mit) diesen Gasen zur Ausscheidung ve- 
langte Schwefelmenge 22,338—29,55°%o des Gesamtschwefels der 
Mischung und in dem Qtigigen Experiment (A) 35,87 des- 
selben ausmacht. In den Experimenten mit) Zucker) wurden 
foleende Erscheinungen wahrgenommen: Im Beisein von 50° 
Mileh- oder Traubenzucker wurde Merkaptan tiberhaupt nicht 
ausgeschieden, so dab siimtliche 100%/o des in Form von Gasen 
zur Ausscheidung gelaneten Schwefels aul den Schwefel des 
Schwefelwasserstoffs entficlen, wobei die Quantitit dieses Schwete!- 
ber Milchzucker nur 157° des Gesamtschwetels des zersetzten 
Kiweibes entsprechenden Wontrollversuch 18.4 ° 0) oder 
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0.37°/o des Gesamtschwetels der Mischung entsprechenden 
Kontrollexperiment 16,4°/0) ausmachte: im Versuch mit Trauben- 
zucker o) macht schon der Schwetfel des Schwefelwasser- 
stoffs 13,05°/0 des Gesamtschwefels des zersetzten  Eiweibes 
(im entsprechenden WKontrollexperiment 0) oder 
des Gesamtschwefels der Mischung (im Kontrollexperiment 173° 0) 
aus. In den Experimenten mit 25°/o Mileh- und Traubenzucker 
wurde schon eine gewisse Ausscheidung von Merkaptan beob- 
achtet: so betrug im Experiment (Milchzucker) der in’ Form 
von Merkaptan zur Ausscheidung gelangte Schwefel 1,64" 
des Gesamtschwefels, welcher mit) beiden) Gasen  (Merkaptan 
und Schwefelwasserstoff) zur Ausscheidung gelangt ist, withrend 
die tibrigen 98,36°%/o auf den Schwefel des Schwefelwasserstoftts 
entfielen. Die Anwesenheit von 50°/o Mannit bezw. Galaktose 
fiihrte gleichfalls keine Eimschriinkung der Merkaptanausscheidung 
herbel: daber betrue die Menge des in) Form von Schwetel- 
wasserstolf ausgeschiedenen Schwefels schon 11.77% bezw. 
13.539 des Gesamtschwefels der Mischung. Von besonderem 
Interesse ist die Tatsache, dab in Gegenwart von Galaktose 
die Ausscheidung von Schwefel in Form von Merkaptan augen- 
scheinlich intensiver vor sich ging (87,720), als ent- 
sprechenden) Kontrollexperiment (81,370). den 4tigigen 
Kontrollexperimenten ging die Ausscheidung von Schwefel mit 
den Gasen hauptsiichlich in Form von Schwefelwasserstoff vor 
sich, withrend im Experiment mit langerer Dauer (9tigiges 
Experiment A) cine) Zunahme der Merkaptanausscheidung be- 
merkbar wird. Diese Tatsache bestiitigt somit die Ansicht der 
Autoren, dab dort, wo bei der bakteriellen Eiweibzersetzung 
eleichzeitig eme Ausscheidung von Schwefelwasserstoff und 
Merkaptan wahrgenommen wird, die Ausscheidung des letzteren 
mit der Zeit) intensiver wird (Sieber und Schubenko,?) 
Blumenthal). ?) 
Saurebildung. 

In Anbetracht des Interesses, welches die Siiurebildung 
in faulenden Eiweibmischungen tn Beisein von Zucker 

1) Monatshefte f Chemie. Bd. X. 

2) Zeitschr. f. Klin. Medizin. Bd. 28. —4. 
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darbietet, als dieses Moment zur Beurteilung der hemmenden 
Wirkung der gebildeten Siiuren aut die bakterielle Eiweit- 
zersetzung herangezogen werden kann, mochte ich vor allem 
eine ‘Tabelle bringen, welche in Cubikcentimeter der !/2Normal- 
NaHO-Losung die absolute Menge der Situren angibt, die sich 
sowohl in den Mischungen mit Zucker, wie auch in den ent- 
sprechenden Kontrollmischungen gebildet: haben. 


Tabelle V. 


Nicht- 


Experimente fliichtige | Summe Differenz 
saure 
siiure 
| 
24.2 232.8 | 257.0 | +30 
= 64.0 78,4 — 132.4 
Kontrollversuch | 112.8 YS.0 2108 | 132.4 
1214 84.0 | 203.4 | —&6 
Kontrollversuch 137.2 768 | 2140 | +86 
| 
1012 | 5626 | 1538 | 
Kontrollversuch 127.9 66.6 | 192.5 | - 38.7 
= Kontrollversuch 16.2 | 194.6 —- 50,5 
| 
140.5 125.7 | 266.2 | 
Kontrollversuch 157.0 t2 | $79.0 — 272 
| 
| 
126.2 R64 | 9126 | +15 
Kontrollversuch 105.0 102.1 — 1.5 
= 128.2 67.2 | 1954 402 
= Kontrollyersuch 107.2 | 176.2 — 19,2 
= 76.0 62.6 138.6 — 65.0 
| Kontrollversuch 117.6 | PO3B6 +- 69.0 
—. 
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Auf Grund der mitgeteilten Resultate laibt sich die interessante 
Tatsache konstatieren, dab in den Mischungen mit Zucker die 
Quantitat der gebildeten| Sauren am Ende des) Experiments 
gewOhnlich geringer war, als in den entsprechenden Kontroll- 
mischungen. den Experimenten mit Galaktose, in) denen 
die Eiweibzersetzung intensiv vor sich ging und der 
des Zuckers unbedeutend war, bildete sich schon mehr Siiure 
als in den Kontrollexperimenten. Dieselbe Erscheinung tritt auch 
in den Experimenten A und G zu Tage, jedoch war hier die 
Versuchsdauer eine liingere (9 bezw. 64/2 Tage). 

Auf Grund der mitgeteilten Experimente, sowie auch in 
Beriicksichtigung des Umstandes, dab in sitmtlichen Experimenten, 
mit Ausnahme des Experiments A, die Fliissigkeit) alkaliseh 
blieb, kOnnte man bet oberflichlicher Betrachtung annehmen, 
nicht die Sadurebildung dasjenige Moment ist, welches den 
des Zuckers im Sinne einer Einschriinkung der bakteriellen 
Kiweibzersetzung bedinet — cine Ansicht, welche von Hirschler 
Ausdruck gebracht worden ist. Die Sache gewinnt aber 
eine ganz andere Form, wenn man eingehend die Beziehungen 
der Sidureproduktion und der Eiweibzersetzung, die 
in den Mischungen vor sich gehen, studiert. Wiirde man als 
Norm fiir jedes Experiment die Menge der sich im Kontroll- 
experiment bildenden Saiuren festsetzen und fiir die Experimente 
int Zucker die entsprechende Quantitiit der Siuren berechnen, 
welche sich aus dem hier in Zersetzung iibergegangenen Eiweil 
hilden sollen, so wiirde man sehr interessante Tatsachen be- 
kommen, welche beweisen wiirden, dab die relative 
der Siiuren, welche sich in den Experimenten mit Zucker bilden, 
stets ist. Auberdem treten hier interessante Tatsachen 
beziiglich der Variationen zu Tage, die in der Siiureproduktion 
je nach der Art der zu priifenden Substanz eimtreten (cf. Ta- 
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Tabelle VI. 


Fliichtige  Nichtfliichtige 


Ex perimente Summe 
saure saure 
=| A — 93.49 +. 179.8 + 759 
= — 72 + 351) + 27 
=| 152 + 233 | + 385 
= =| I +. 17.9 + 70 | + 249 
2| 49,9 — OS | 48.7 
= | | +. 22,6 — 18 | + 208 
+ 90 +. 15,0 
= 


weist auf mangelhafte Produktion, -& auf Uberpro- 
dauktion von Siiuren, der Berechnung entsprechend, hin. 


Aus dieser Pabelle geht deutlich hervor, dati auch die 
iberschiissige Sdureproduktion in den faulenden Mischungen in 
Abhiingiekernt von der betreffenden) Zuckerart: vor sich ging: so 
pravatiert ber Michzucker die Bildung von nichtfliichtigen Sauren : 
ber Traubenzucker bilden sich hauptsiiehlich schon fliichtige 
Fettsiiuren, jedoch sind daneben in ziemlich bedeutender Quan- 
aueh michtflichtige Situren vorhanden. Ber Mannit bilden 
sich sowohl die einen wie die anderen Siuren, wober die Differenz 
in deren Bildung nicht so scharf ausgesprochen ist: bet Galaktose 
bilden sich ausschheBblich fliichtige Siuren. Witirde man diese 
Ditferenz der Siturebildung mit der jeweiligen) Zuckerart 
hezw. Kohlehvdratenart in Zusiummenhang bringen und eben durch 
den Uberschul) der Siiurebildung zuckerhaltigen Mischungen 
die hemmende Wirkunge auf die Féiulnis) erkliren wollen, so 
wiirde man von der Intensitiit, mit der die verschiedenen Zucker- 
arten die Enweifzersetzung in faulenden) Mischungen) hemmen 
ccf, Tabelle ausgehend, annehmen miissen, dafi nichtfliichtige 
Siren augenscheintich eine Wirkung entfalten, als die 
itthtiven. Dies tritt besonders deutiich in den Experimenten 
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mit Milehzucker in die Erscheinung. Man kann es aber auch 
beim Vergleich des Einflusses des Milchzuckers mit demjenigen 
des Traubenzuckers sehen, wo trotz der bedeutenden Siiure- 
hildung tiberhaupt die Quantitét der nichtfliichtigen Siuren eine 
geringere war: hier ist auch der Einflub auf die Eiweibzersetzung 
schwiicher ausgesprochen (cf. Experiment D der Tabelle VI). Bei 
Mannit hat sich bei unbedeutender Bildung von nichttliichtigen 
Siituren, jedoch Beisein von nichtfliichtigen Siiuren die 
hemmende Wirkung als stiirker erwiesen, als dies in den Ex- 
perimenten mit Galaktose (H, J) der Fall gewesen ist, wo bei 
iberschiissiger Bildung von fliichtigen Siiuren nichtfliichtige ge- 
fehlt haben. 

Wie oben erwahnt, wurde in siimtlichen Experimenten 
in der Gesamtmenge der zur Bildung gelangten Siituren das 
Vorhandensein von Milch- und Bernsteinsiiure bestimmt.!) Es 
hat sich nun herausgestellt, siimtlichen Experimenten 
mit den verschiedenen Zuckerarten, sowie auch in denen mit 
Mannit, neben der Bernsteinsiiure stets Milchsiiure vorhanden 
war, besonders reichlich in faulenden Mischungen mit) Milch- 
zucker, bei Galaktose dagegen nur in Spuren. In den ent- 
sprechenden WKontrollversuchen war nur Bernsteinsiiure  vor- 

', Die Analyse war gewOhnlich eine qualitative: die Siiuren wurden 
folgendermafen bestimmt: Der nach der Verdampfung der fliichtigen 
siuren tibriggebhebene Rest wurde mehrmals dureh Sechiittelung mit 
emer geniigenden Quantitét einer Mischung von Ather und Alkohol 1:10 
3—4mal extrahiert; der Ather wurde verdampft, der Rest mit Wasser 
verdiinnt und in 2 Teile geteilt. Die eine Hiilfte wurde ca. 1 Stunde 
lang mit ZnO erhitzt., das Filtrat mittels Tierkohle entfarbt. auf dem 
Wasserbad verdampft und dann abgekiihlt: man erhielt dabei Krystalle 
dev Milch- und Bernsteinsiure. Die Anwesenheit von Bernsteinsiure wurde 
leicht mittels der Neubergsehen Reaktion (Erhitzung mit) phos- 
phorsaurem Ammoniak und Zinkstaub: es bildet sich daber Pyrrol, 
das einen mit konzentrierter Salzsiiure angefeuchteten Fichtenspahn. rot 
‘irbt) nachgewiesen. Die andere Hiilfte wurde eine Zeit lang mit Plumbum 
carbonicum erhitzt, dann vollstindig eingedampft. worauf das milehsaure 
Bier mittels heifen Alkohols extrahiert wurde. Nach Bearbeitung des 
Extrakts mit Schwefelwasserstoff wurde das eingedampfte Infiltrat von 
strupibniicher Konsistenz auf Milehsiinre untersucht Uffelmann sche 
Reaktion und Bildung von Jodoform). 
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handen. Die gebildete Milchsiiure erwies sich, so oft diese 
untersucht wurde, nach dem Krystallwassergehalt des Zink- 
salzes als sogenannte Giirungsmilchsiiure. 

Auf Grund des im Vorstehenden geschilderten Befundes 
mochte ich emen Teil hemmenden Wirkung ver- 
schiedenen Zuckerarten auf die Prozesse der Eiweibzersetzung 
durch Bakterien auf Rechnung der sich dabei bildenden Milch- 
siiure setzen. Der stets positiv ausfallende Nachweis von Milch- 
siture in faulenden Eiweibmischungen, die Zucker resp. Kohle- 
hydrate enthalten, steht in vollstindiger Ubereinstimmung mit 
der Erklairung Hoppe-Sevlers (Zeitschr. physiologische 
Chemie, Bd. Hh S. 151), widerspricht aber den Beobachtungen 
von Seelig,?) der bet Zersetzung von Pepton durch Bacterium 
colt im Beisein von Milehzucker (200°/o) den sich dabei 
bildenden keine Milchsiiure fand. Aus diesem Grunde 
savt dieser Autor, indem er die hemmende Wirkung ganz und 
ear auf das) Vorhandensein des Zuckers selbst) zuriickfiihrt, 
ausdricklich, dab die fiulnishemmende Kraft des Milchzuchers 
keimesfalls auf die entstehende Milchsiiure zuriickgefiihrt werden 
kann. Jedoch geht aus den Experimenten von Péré,?) Harden ®) 
Tissier und Martelly4) a. hervor, das Bact. coli in 
Kiweiimischungen, welche Zucker resp. Milchzucker enthalten, 
Milchsiiture erzeugt. Es ist modglich, daBb in den Experimenten 
von Seelig eine weitere Umwandlung der Milchsiiure  statt- 
ecfunden hat. Wie schon erwiihnt, blieb die Reaktion in allen 
Experimenten, Ausnahme des Experiments A, bis zu Ende 
alkalisch, die ber der Faulnis entstandenen Siuren waren 
vebunden: man kann somit von einem EinfluB der Salze der 
Milchsiiure sprechen aul den Einflub des milchsauren Calcitums 
auf den Gane der ist von Hirscehler hingewlesen 
worden, 


1) Virchows Archiv. Bd. 146. 8. 53. 

2) Mit. nach O. Emmerling, Die Zersetzung stickstofffrerer orga- 
nischer Substanzen durch Bakterien. Braunschweig. 1902. 

‘) Ibidem, S. 

Recherches sur putréfaction de la viande de boucherie 
Annales de Institut) Pasteur, 1902, Nr. 2. p. 865. 


Pe 
Ne 
\ 


Beitrag zur Lehre des Eintlusses der Kohlehydrate ete. 123 


Auberdem mochte ich die Aufmerksamkeit noch auf eine 
Erscheinung lenken, welche ich in meinem Versuche mit Mannit 
beobachtet habe, niimlich auf die bedeutende Bildung von 
Alkohol der faulenden) Mischung, wenn dieselbe Mannit 
enthillt. Die Reaktionen des Destillats auf Alkohol und Aldehyd 
zeichneten sich hier durch ungewohnliche Intensitiit: aus, wie 
sie in) den Experimenten verschiedenen Zuckerarten, in 
Aldehydreaktion gleichfalls stets erhalten) wurde, niemals in 
Erscheinung trat. Da die Quantitiit des Destillats gew6hnlich 
tiberall 1500 com betrug, und zur Vornahme der Reaktion 
Reagentien bestimmten Quantitiiten genommen wurden, so 
kann man auf Grund dieser Gegentiberstellung mit Wahrschein- 
lichkeit) sagen, dab die Bildung von Alkohol im Beisein von 
Mannit in groberen Dimensionen vor sich ging. Ob diese Tat- 
sache thre Erklarung in’ dem Hinweise Hardens findet, dal 
auf die Quantitiit des zur Bildung gelangenden Alkohols die 
chemische Wonstitution des Giérungssubstrats, niimlich die 
Anzahl der Gruppen CHJOH-CHOH von Einflub ist, néimlich in 
dem Sinne, dab, je grober die Zahl dieser Gruppen, desto 
erofer die Quantitéit des zur bildung gelangenden Alkohols, 
kann ich micht mit Bestimmtheit sagen, wenn ich auch anderer- 
selts hervorheben muB, dai im Mannit) 2. solche Gruppen 
enthalten sind: CH,-OH- CHOW), -CH,OH, wahrend  beispiels- 
welse im Traubenzucker nur eine) Gruppe enthalten ist: 
CH,OH-(CHOH) ,-CHO. Jedenfalls glaubte ich, die interessante 
Kongruenz der vorerwithnten Erscheinungen nicht mit) Still- 
schweigen tibergehen zu sollen. 

Indem ich die bei meinen Experimenten erhobenen Befunde 
einer zusammenfassenden Ubersicht unterziehe, gelange ich zu 
dem Scehlub. dai die Anwesenheit von gewissen Zucker- 
quantitéiten in emer in Fiiulmis begriffenen Eiweibmischung den 
Gang der bakteriellen Zersetzung des Eiweibes (der Faulmis) in 
hemerkbarer Weise modifiziert. Eine ganze Reihe von Produkten 
B. Indol, Phenol, Ammoniak, Schwefelwasserstoff und 
Merkaptan) bildet sich dabei entweder iiberhaupt nicht. oder 
hur in weit geringeren Quantitiiten als sonst. Als konstante 
Erscheinung beobachtet man Zunahme der Siiurebildung im 
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Verhaltnis zu der Quantitiit des im Beisein von Zucker in Zer- 
-etzung iibergegangenen Eiweifes, was mit der Zersetzung des 
Zuckers in Zusammenhang steht. Es werden somit bet reich- 
licherer Bildung von Siiuren aus den Kohlehyvdraten und geringerer 
Entwicklung von Ammoniak in den faulenden Mischungen Ver- 
hiiltmisse geschaffen, die eine mangelhatte gegenseitige Neutrali- 
~ation bedingen. Diese Kombination der Erscheinungen bedingt 
eine Verinderung der Alkaleszenz des Mediums in der faulenden 
Mischung, was einerseits, wie es aus den Experimenten von 
Fo Blumenthal!) hervorgeht, nicht ohne Wirkung auf den 
Prozeh der bakteriellen Eiweibzersetzung selbst) bleibt, und 
andererseits die Vitalitiit der Bakterien veriindert unter 
gewissen Umstiinden sogar eine Hemmung in der Entwicklung 
(Tessier und Martelli) bewirkt. Der Grad des Einflusses 
des Zuckers auf die Vitaliit der Bakterien ber der Eiweil- 
fiudnis steht augenscheinlich einem mehr oder minder 
bestimmten Zusammenhang mit dem Charakter der sich aus 
den verschiedenen Zuckerarten bildenden Séiuren, worauf ich 
<chon ber der Erérterung der Frage der Séurebildung auf- 
merksam gemacht habe. Es ist die Annahme berechtigt, dah 
die Milchsiiure und deren Salze eine bedeutende Holle in 
diesem Sinne spielen. im Experimente mit Mannit kann man 
auch an einen gewissen Einflub des Alkohols denken. 

Alles in ergibt) sich aus den im Vorstehenden 
veschilderten experimentelien Untersuchungen folgendes : 

I. Die Zersetzung von Zucker und Eiweib beginnt in 
faulenden Mischungen gleichzeitig, geht aber nicht in gleicher 
Proportion vor sich, 

Die Anwesenheit von Zucker hemmet die Zersetzung 
von durch Bakterien, und die Quantitait des zersetzten 
Kiweipes steht ungefiihr in umeekehrtem Verhiltnis zum Gehalt 
dev faulenden Mischung an Zucker resp. Kohlehydraten. 

>. Die verschiedenen Zuckerarten tiben in dieser Richtung 
einen verschiedenen Einflub aus: so ist der hemmende Einthu 

Zeitsehr. f. klin. Medizin. Bd. 28, Heft 3—é4. 

Recherches sur putréfaction de la viande de boucherie. 
Annales de l'Institut Pasteur, 1902, Nr. 2. p. 865. 
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des Milchzuckers (30°/o) auf die bakterielle Eiweilzersetzung 
in faulenden Mischungen intensiver, als derjenige des Trauben- 
zuckers und der Galaktose (50° 0), wiihrend die Wirkung des 
Traubenzuckers ihrerseits intensiver ist als diejenige der 
Galaktose. 

4. Dieser hemmende Einfluj der verschiedenen Zucker- 
arten auf die in faulenden Mischungen vor sich gehende Kiweib- 
zersetzung steht mit der auf Kosten dieser Zuckerarten ein- 
tretenden Siiurebildung in) Zusammenhang: dabei spielen die 
Milchsiiure, sowie deren Salze augenscheinlich eine bedeutende 
Rolle in der Einschriinkung der 

5. Im Beisein von Zucker findet in Einweibmischungen nur 
die erste Faulnisphase (a phase des ferments mixtes nach 
Tissier und Martelly) statt, weil die dabei vor sich gehende 
Entwicklung von Ammoniak unzureichend ist, um = die uber- 
schiissige Aciditit, das Resultat der Girung der Kohlehydrate, 
zu neutralisieren: aus diesem Grunde fillt die zweite Fiiulnis- 
phase (phase des ferments purs, qui achévent Vattaque de 
Valbumine et de ses dérivés) aus oder sie erfiihrt eine be- 
deutende Veriinderung. Das Resultat ist, dab die Produkte 
des tieferen Eiweibzerfalls, wie Phenol, Indol, Merkaptan ete., 
fehlen. Es ist moéglich, dai der Prozel des Eiweilzerfalls in 
diesen Fallen) auch qualitativer Beziehung etwas anders 
vor sich geht. 

Zum Schluf ist es mir eine auberordenthch angenehme 
Ptlicht, Herrn Prof. E. Salkowski fiir das aufgegebene 
Thema und fiir stiindige lebenswiirdige Bereitwilligkeit , 
sowohl bei der Ausfithrung dieser Arbeit. wie auch 
bei meinen sonstigen im Laboratorium getriebenen Studien 
mit Rat beizustehen, an dieser Stelle meinen tiefempfundenen 
Dank zu sagen. 
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Uber Methoden zur Begutachtung des Fleischextraktes. 
Von 
M. Siegfried. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat Leipzig. 


Der Redaktion zugegangen am 19. Juni 1903.) 


Vor kurzem!) haben Fr. Kutscher und H. Steudel 
ungegeben,?) dal Liebigs Fleischextrakt nach ihren Befunden 
wesentliche Mengen Bernsteimsiiure enthalte.  Verfasser haben 
hierber zwer Verfahren angewendet, welche entgegen der An- 
nahme der Verfasser zu unrichtigen Resultaten fiihren. 

Verfahren Lo Kutscher und Steudel extrahieren 
die Losung von 50 Fleischextrakt in ca. 500 cem Wasser 
im bekannten Schwarzschen Apparat nach Zusatz von 20 cem 
konzentrierter: Schwefelsiiure, zuweilen 14 Tage 4—6 Stunden 
“ielich, Aus dem Atherextrakt gewinnen sie iiber das Silber- 
Bernsteinsiiure 0.825—O,882 @: Kutscher und Steude! 
geben micht an, wleviel Versuche sie gemacht haben, noch oh 
sie Parallelbestimmungen ausgefithrt haben, noch die Resultate 
einzelner Versuche. 

ber dieser Behandlung der Fleischextraktl6sung mit sovie! 
tiberschiissiger Schwefelsiinre findet) eine Zersetzung von be- 
standteilen des Fleischextraktes, vor allem des Nucleons, der 
Phosphortleischsiiure, statt. 

Setzt man zu der Losung von 502 Liebig-Fleischextrak! 

zu diesem und den folgenden) Versuchen) habe ich) trisch 
von dem hiesigen) Engros-Geschiift) Theuerkauf und Scheibner 
bezogenes Extrakt in mit Rubner und Voits Namen versehener 
Biichse verwendet — aus der Biirette eine Losung, die durch 
Vermischen von 20 cem  konzentrierter Schwetelsiiure 


Diese Zeitsehr.. Bd. NNNVITE S. 108. 
2) Mitgeteilt ist die Arbeit nur von Kutscher. 
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Wasser zu 250 ccm hergestellt ist, so fiirbt nach Zusatz von 
7) com die Losung Congopapier deutlich blau, also schon nach 
Zusatz von weniger als?/, der von Kutscher und Steudel 
verwendeten Menge. 

Versuch 

90 g Fleischextrakt’: wurden in 500 com Wasser geldst, 
dazu SO com von einer wiisserigen Losung von 20 com kon- 
zentrierter Schwefelsiiure zu 250 com gegeben und im Schwarz- 
schen Apparat) wiihrend 6 Tagen 59 Stunden mit Ather 
extrahiert. Da hierbei etwas von der FleischextraktlOsung in 
den Atherkolben iibergeht, wurde die ditherische Losung hier- 
von abgegossen, die tibergegangene geringe Menge der Fleisch- 
extraktlOsung wiederholt mit groben Mengen Ather wusgeschiittelt, 
die vereinigten ditherischen Losungen abdestilliert. Der Riick- 
stand wurde nach den Angaben von Kutsecher und Steudel 
weiter verarbeitet. Auf Zusatz der Silbernitratlbsung entstand 
nur ein ganz geringer Niederschlag, der sich rasch schwiirzte, 
Derselbe bildete, auf Kleinem Filter abfiltriert, nur einen ganz 
echwachen, das Filter schwarz fiirbenden Uberzug. Die 
dtherischen Extrakte enthielten also  hochstens ganz gerimnge 
Mengen bernsteisiure. 

Hierauf wurde dieselbe Fleischextraktlisung weitere 12 Tage 
im Schwarzschen Apparate unter Ather gelassen und hierbei 
60 Stunden der Ather im Sieden gehalten. Die ditherischen 
Extrakte wurden, wie oben angegeben, gemacht und weiter 
verarbeitet.. Es wurde so eime geringe, sich wiederum rasch 
<chwirzende Silberfillung erhalten, die Zersetzung mit 
Salzsiiture 0.0122 @ Riickstand gab. 

Hhierauf wurden zu derselben 13 cem 
konzentrierte Schwefelsiiure gegeben und die Mischung 5 Tage im 
Schwarzschen Apparate gelassen, wober 36 Stunden extraliert 
wurde. Aus dem aus dem Atherriickstand gewonnenen Silber- 
<alze wurden O,LOLS Riickstand erhalten. 

Versuch IL. 

Dieser Versuch wurde genau wie Versuch | und zwar 
vleichzeitig parallel ausgefiiirt. Es wurde dasselbe Extrakt wie 
in Versuch T angewendet. Zum Unterschiede von Versuch | 
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[2s M. siegfried, 


wurde von Anfang an em. groberer UberschuB von Schwefel- 
sfiure zugesetzt, niimlich 90 ccm anstatt 80 ccm im ersten Versuche 
der auf 250 cem verdiinnten 20 cem konzentrierten Schwefelsaure. 
Die erste Extraktion leferte hier eine Silberfiillung, die ebenfalls 
sich rasch schwiirzte und nach Zersetzung mit Salzsaiure O, 1692 
Riickstand gab. Der Riickstand aus dem Silbersalze der IL Ex- 
traktion woe 0.0465 der aus der dritten g. 

leh habe hier die Silbertillingen angewandt, weil sie 
Kutscherund Steudel benutzt haben: ich halte aber, schon 
well das bernsteinsaure Silber nicht unloslich Wasser. ist, 
die Abscheidung der Bernsteinsiiure als Silbersalz fiir keinen 
vorteilhatten Ersatz fiir die tibliche Fiillung der Bernsteinsiiure 
als Barvumesalz. 

Diese Versuche zeigen, dab durch Einwirkung 
von Schwefelsiiure Bernsteinsiiure aus Bestand- 
teilen des Fleischextraktes abgespalten wird. 

Wenn es auch nicht) feststeht, dab das) Muskelnucleon, 
die) Phosphortleischsiiure, der einzige Bestandteil des Fleisch- 
extraktes ist, welcher bei der Hydrolyse Bernsteinsiiure liefert, so 
ist es doch, wenn nicht die einzige, sicher eine wesentliche 
Quelle der durch Hydrolyse aus Fleischextrakt gewinnbaren 
Bernsteinsiure. Deshalb muBte sich die Zersetzung mit Schwefel- 
siiure, wie sie Kutscher und Steudel unwissentlich aus- 
vefiihrt haben, scharfer Weise durch Verminderung des 
organischen Phosphors durch Eimwirkung von Schwefelsiure der 
von Kutseher und Steudel ausgewendeten NKonzentration 
erkennen lassen. Die zu dem Zwecke angefiihrten Versuche 
bestittigten vollig diese Annahme. 


Versuch 

i ¢ desselben. zu den Versuchen und I verwendeten 
wurden zu 400 in Wasser gelost, die Phosphate 
durch Baryt bet geringem Uberschusse des letzteren gefiillt, da- 
Kiltrat das Filter wurde nicht quantitativ: ausgewaschen 
und Waschwasser genau mit) Schwefelsiture neutralisiert. da- 
Filtrat vom Barvumsulfit bei niederer Wasserbadtemperatur 
eingeenet und zu cem Davon wurden 
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1. je 100 com mit Atznatron und Salpeter verschmolzen 
und der Phosphor der Schmelze mit molybdainsaurem Ammon 
und dann Mangnesiamischune bestimmt. 

2. je LOO cem mit je genau konzentrierter Schwetel- 
versetzt und mit Ather bis zur Siittigune veschiittelt, 
Nachdem diese Mischungen 12 Tage bei Zimmertemperatur 
cestunden hatten, wurden sie nuit Barvt eben alkalisch gemacht 
und jede auf 400 com mit) Wasser aufeeftllt. Nach Absetzen 
des Niederschlages wurden je 200 cem der klaren Fliissigkeiten 
in Silberschalen eingedampft, Atznatron und Salpeter: ver- 
schmolzen und der Phosphor wire oben bestimmt. 

|. Die Bestimmungen des organischen Phosphors vor der 
Kinwirkung der Schwetelsiiure ergaben: 

a) 0.0749 Mg,P,.0, = ¢ P 


b) OO721 » = 0.0201 


2. [ke Bestimmungen des nach der Einwirkune der 
Schwetelsiure gebliebenen organischen Phosphors ergaben : 
0,0049 ¢ Mg,P,0, = P 
d) = (0.0008 


Diese letzteren Werte sind. da nur die Hilfte der ins 1 
verwendeten Mengen [extraktes verschmolzen wurden, mit zu 
multiplizieren 0.0028 und 0.0016 Die Beriicksichtiguig 
des Volumens des barvtniederschlages wtirde diese Werte noch 
etwas verringern, 

Aus Versuch Ul egehthervor, dab durch die von 
hutscher und Steudel angewendete Konzentration 
der Schwefelsiure withrend der Extraktion 
A\ther fast der gesamte, dureh Baryt nieht fiil- 
bare organische Phosphor abgespalten wird, dal 
das Bernsteinsiure bei der Hydrolyvse liefernde 
Nucleon ganz oder faust ganz zersetzt wird. 

Kutseher und Steudel haben geelaubt, Einwand, 
dai durch die Einmwirkune der Schwefelsiture die von ihnen 
extrahierte, irrtiimlich als praformierte angesehene Bernstein- 
siure entstanden sein kOnnte, durch ei Verfahren begeenen 
zu konnen. 
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Dieses Tl. Verfahren ist ebenfalls unrichtig, denn es berulit 
auf zwet falschen Voraussetzungen. 

ber diesem Verfahren wird mit Ammonsulfat ausgesalzen 
und das Filtrat wie beim I. Verfahren mit Schwefelsiiure ver- 
setzt und extraliert. Kutscher und Steudel glauben, so 
die Phosphortleischsaure und somit die nach der Ansicht der 
Verfasser vermeintiiche Quelle der Bernsteinsiure entfernt zu 
haben. 

Die beiden falschen Voraussetzungen sind foleende: 

I. Dab auber dem Nucleon keine, Bernsteinsiiure bei der 
Hydrolyse lefernde Substanzen) vorkommen oder wenigstens 
nicht solehe, die durch Ammonsulfat nicht gefiillt werden. 

Dies ist vorliufig nicht bewresen, es ist) daher mit der 
Existenz solcher Substanzen zu rechnen, 

2. Dab das Nucleon, die Phosphorfleischsiure, durch 
Ammonsulfat als solehes auseesaizen wird. 

Dies ist nicht der Fall?) Schon durch BR. Kriiger?) ist 
es Wahrscheinlich gemacht worden, dab das Muskelnucleon 
durch Aussalzen mit) Ammonsulfat) zersetzt wird. Wie  voll- 
stiindig diese Zersetzung ist, zeigt 


Versuch IV. 


DO ¢ Liebigs Extrakt, dasselbe, welches in Versuch 
verwendet wurde, wurde in 900 com Wasser gelost, mit sehr 
Uberschub von Barythydrat) von Phosphaten betreit, 


durch Schwefelsdure barvtfrer gemacht, das Filtrat nach Neu- 


' In emer Anmerkung, in der es Kutseher unternimmt, die 
Phosphortleischsiure <endgiltig erledigen> zu wollen, macht Kutsche. 
die Angabe. er habe aus den durch Ammonsulfat ausgesalzenen Massen 
Carniferrin, dargestellt, welches «véllig identisehs mit dem echten Carni- 
ferrin Sieetrireds gewesen wiire. nur wiire ber semer Darstellung die 
Benmengung der im Fleischextrakt prdaformiert vorhandenen Milchsiiure 
und Bernstemsiiure vermeden. Kutscher eibt nicht an. auf welche 
Weise er sich die Uberzeugunye. der von ihm erhaltene Niederschlag sei 
vollig identisels mit meinem Carniferrin gewesen, verschatft hat. Solehe 
nieht begriindete Angaben wie ovOllig wentiseh» sind wertlos 


+ 


Aus dem oben Mitgeteilten geht hervor. dai Kutscher sich geirrt ha 


2 Th. Ro Rriiger. Diese Zeitsehr.. Bd. NNVITE S. 530. 
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tralisation mit Ammoniak mit Ammonsulfat gesiittigt, der Nieder- 
=chlag abfiltriert, mit gesiittigter Ammonsulfatlosung gewaschen, 
moglichst quantitativ vom Filter genommen, in Wasser geldst, 
durch Sattigen mit Ammonsulfat wieder ausgeschieden, filtriert, 
mit gesattigter Ammonsulfaltl6sung  gewaschen, mdglichst 
quantitativ. vom Filter genommen und der ganze Nieder- 
<chlag mit Atznatron Salpeter verschmolzen. Nach 
Losen der Schmelze in Wasser und Salpetersiiure erzeugte 
molybdinsaures Ammon keine Fiillung: nach 2 Tagen selbst 
hefand sich am Boden des Gefiibes eine ganz geringe gelbe 
Ausscheidung. Nach Filtrieren durch ein kleines Filter, Aus- 
waschen, Abspiilen des GefiiBes und Auswaschen des Filterchens 
mit Ammoniak, Abstumpfen mit Salzsiture und Zusatz von 
Magnesiamischung entstand keine Ausscheidung. Erst andern 
Tags hatten sich vereinzelte Krystillchen am Boden der Flasche 
ausgeschieden, 

Der durch Ammonsulfat ausgesalzene Niederschlag enthielt 
iso nur Spuren von Phosphor. Da, wie ieh zuerst!) nach- 
gewlesen habe, das primire, die Binretreaktion gebende Spaltungs- 
produkt des Muskelnucleons durch Ammonsulfat) ausgesalzen 
wird, withrend erst die sekundiir aus diesem durch Hydrolyse 
entstehende Fleischsiiure in gesiittigter Ammonsulfatlosung |6s- 
lich ist, ist durch Versuch IV die Zersetzung des Muskelnucleons 
durch Aussalzen mit Ammonsulfat endgiiltig bewiesen. 

Wenn also nur das die Biuretreaktion gebende Spaltungs- 
produkt durch Ammonsulfat ausgesalzen wird, so mul das 
Verfahren IL von Kutscher und Steudel auch aus dem Filtrate 
des Ammonsulfatniederschlags Bernsteinsiture liefern, ohne dah 
diese als praformiert anzusehen ist. 

Weder das Verfahren | noch das Verfahren I 
von Kutscher und Steudel gibt also Aufschlub tiber 
dieGregenwart priiformicrter Bernsteinsiure im Fleisch- 
extrakt. 

Aus dem hier Mitgeteilten geht zugleich hervor, dab bis 
etzt kein Grund vorliegt, welcher die Annahme, dab Bernstein- 


M. Siegfried. Diese Zeitschr., Bd. NANI 367. 


Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. NXXIX 10) 
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siiure ein Spaltungsprodukt: des Muskelnucleons sei, ungerecht- 
fertigt erscheinen  labt. 

Ich bemerke ausdriicklich, dab ich die Frage, ob es Fleisch- 
extrakte gibt®?), welche priformierte Bernsteinsiiure enthalten, 
offen lasse. Soviel ist jedoch erwiesen, dab die Versuche von 
Kutscher und Steudel nicht ergeben, die von ihnen 
untersuchten Fleischextrakte der Liebig-Extrakt-hompagnie, 
welche unter der Kontrolle von Voit und Rubner. stehen, 
Bernsteinsiiure enthalten haben, die nach unsern  heutigen 
Kenntnissen als Zersetzungsprodukt von Extraktivstoffen der 
Muskeln anzusehen ist. 


') K. Mays (Zeitschr. f. Biologie, Bd. 34, 8. 268) hat in Bestitigung 
meiner friheren Befunde (Diese Zeitschr.. Bd. XXI, S. 260) mitgeteilt, 
dafi das zuniichst durch Barythydrat aus Carniferrin entstehende, die 
Biuretreaktion gebende Produkt durch Ammonsulfat fiillbar ist: im Gegen- 
satz zuomir hat er nicht das sekundiire Produkt. die durch Ammonsulfat 
nicht aussalzbare Fleischsiiure, erhalten. Jetzt, nachdem sich die Eisen- 
methode zur Reindarstellung der Peptone als sicher bewaéhrt hat. habe 
ich Versuche begonnen, welche priifen sollen, ob die Fleischsiéiure vollig 
identisch mit dem nunmehr scharf charakterisierten Fibrin-Trypsinpepton a 
ist oder sich viellercht durch das optische Drehungsvermégen von diesem 
unterscheidet. Daf sie gleiches Aquivalentgewicht und Zusammensetzuny 
besitzt, habe ich friher bewiesen. Vorliufig kann ich nur soviel mitteilen, 
teh im Gegensatz zu Mays dureh Spaltung des Carniferrins mit 
Barvihivdrat ber 50° wieder ein Ammonsulfat lOsliches, die Biuret- 
reaktion gebendes, ausgesprochen saures Produkt erhalten habe. das 
nach der Eisenmethode aus dem zweiten EKisenniederschlage dargestel|t 
wurde und dementsprechend vollig fret von durch Ammonsulfat (illbare: 
Substanz war. 

*) Kutscher und Steudel besprechen (S. 104) Versuche von 
Macleod, die derselbe unter meiner Leitung mit Fleischextrakt ausgefiihrt 
haben soll, welche tberhaupt niemals gemacht worden sind!! de: 
von Kufscher und Steudel citierten Arbeit Macleods (Diese Zeitschy., 
Bd. XXVIII, S. 535) «zur Kenntnis des Phosphors im Muskel». welehe unter 


meiner Leitung ausgefiihrt ist. kommt Fleischextrakt tiberhaupt nicht vor! 
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Darstellung und Analyse einiger Nucleinsauren.') 
(Fiinfte Mitteilung.) 
Von 
P. A. Levene. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der New-Yorker Staatskrankenhauser.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Juni 1903.) 


Pyrimidinbasen der Lebernucleinsaure. 


Zur Darstellung der Lebernucleinsiiture kann das- 
selbe Verfahren, welches zur Gewinnung der andern Siiuren 
diente, benutzen. Die Reinigung dieser Siure schien aber an- 
fiinglich schwieriger als die der Siiuren anderer Herkunft, weil 
sie In Salzsiiture nicht ganz unloslich ist. Doch gelangt) man 
zu biuretfreien Priiparaten, wenn man das Kupfersalz in Wasser 
suspendiert und mit so viel Salzsiure behandelt, dab nur ein 
Teil des Kupters entfernt wird. Das saure Kupfersalz wird 
dann in einer Losung von Natronlauge und Seignettesalz ge- 
lost und mit) Salzsiiure vorsichtig miedergeschlagen. Diese 
Operation man bei der Lebernucleinsiiure mehreremal 
wiederholen, um zu reinen Priiparaten zu gelangen, 

Zur Darstellung der Pyrimidinbasen wurde eine Siiure 
gebraucht, die sich als nicht ganz rein erwiesen hatte. Sie 
war nicht biuretfrer und enthielt auber der Furfurol gebenden 
Substanz auch eine Hexose. Man konnte namilich ein Phenyl- 


osazon mit einem Schmelzpunkt von 250° C. erhalten, wenn 

| man die Siture zwei Stunden mit 5° oiger Schwefelsiiure er- 
ve hitzte. Ob die Hexose eine Verunreinigung war, oder dem 
Molekiil der Siiure zugehdrte, sollen weitere Untersuchungen 


1, Diese Zeitschr.. Bd. NXXXVILE und XXXVI. 
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aufkliren. Dieser Befund ist hier erwihnt worden, weil es 
nicht unmoglich ist, dali die Anwesenheit des Zuckers einen 
Kinfluli auf den Verlauf der Hydrolyse ausiibt. 

Die Siiure enthielt) aschefrei berechnet 8,08 °/o P und 
14.5% 0 Stickstolf. 

Etwa 140 ¢ dieser Substanz wurden in iiblicher Weise 
mit 25° oiger Schwefelsiiure im Autoklaven bei 150—175° C. er- 
hitzt und, wie es in der vorigen Mitteilung angegeben war, 
auf die Pyrimidinbasen verarbeitet. Die Schwefelsiiure wurde 
demyemii} mit Barvt entfernt und das Filtrat bei vermindertem 
Druck auf etwa 200 ccm eingedampft. Nach 24stiindigem 
Stehen schied sich nur ein kleiner Niederschlag aus. Dieser 
wurde aus einer 10°/oigen Schwefelsiiurel6sung umkrystallisiert 
und nahm dann das Aussehen des Thymins an. Seine Menge 
hetrug 0,700 ¢. Zur Analyse wurde er wieder aus verdiinnter 
Schwefelsiiure umkrystallisiert, mit Alkohol und Ather gewaschen 
und im Toluolbad getrocknet. 

O1700 ¢ der Substanz gaben 33,00 cem N (iiber 50°/, KOH-Lésung) 
bei p= 768 und t® =23,5°C. 


Berechnet fiir : Grefunden : 
N 22,22°/o 22.58 °%/o 


Die Mutterlaugen vom Thymin wurden vereinigt, das 
Barvum mit Schwefelsiiure entfernt und das heibe Filtrat mit 
einer gesiittigten Pikrinsiiturelésung versetzt, nach 24stiindigem 
Stehen schied) sich ein kleiner Niedersehlag aus. Das Filtrat 
wurde dann bei vermindertem Druck auf etwa 300 ccm ein- 
gedampft und wieder 24% Stunden stehen gelassen. Es  bildete 
sich ein Niederschlag. Dieser wurde in heibem Wasser gelost, 
abvekiihlt und sofort filtriert. Mit Alkohol und Ather gewaschen 
und iiber Schwefelsiiture getroeknet, betrug dieser Niederschlag 
etwa 4,0. 

Zur Analyse wurde er im Toluolbad getrocknet. 

1280 ¢ der Substanz gaben 27.9 cem N (iiber 50° KOH-Lésung) 
ber p= 769 und = 23,d. 

Bberechnet ftir C,H, NO,).OH : Gefunden : 
N 24.70% 29,13 °/o 

Das Picrat wurde dann in iiblicher Weise in das Sulfat 

bergettihrt. wober sich das basische Salz ausschied, 
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0.1230 ¢ der Substanz gaben 0.0490 BaSO,. 
Berechnet fiir 4.C,H,N,O) H,SO,- 2H,O: Gefunden : 


jd 


S 

Das Sulfat dann in das Chlorplatinat tbergetiihrt. 

O.18S15 ¢ der Substanz gaben 0.0560 ¢ Pt. 

Berechnet fiir - 2HCI: Gefunden : 
Pt 30.84% 30.82 ° 

Es lag also Cytosin vor. 

Die Mutterlauge von Cytosinpicrat wurde nach kEnt- 
fernung der Picrinsdure mit Silber und Barytwasser nach Kossel 
behandelt: es bildete sich dabei ein Niederschlag, welcher in 
iiblicher Weise vom Silber befreit: wurde. Das Filtrat) vom 
Schwefelsilber wurde zu einem ganz kleinen Volumen bei ver- 
mindertem Druck eingedampft. Es bildete sich dabei ein Nieder- 
schlag, welcher aus 2° oiger Schwefelsiure umkrystallisiert ein 
kreideartiges Aussehen hatte, aus mikroskopischen Nadeln in 
kugelformigen Aggregaten bestand, Mit Picrinsiiure ergab er keinen 
Niederschlag, und obwohl aus Schwefelsiiure umkrystallisiert, ent- 
hielt er keine Schwefelsiiure. Es lag also wahrscheinlich Uracil 
vor. Zur Analyse war die Menge zu klein. Die Ausbeute war also: 


Thymin 0.700 
Cytosinpicrat 4.0 
Uracil Spuren 


Dieses Verhiiltnis der Pyrimidinbasen scheint sehr eigen- 
tiimlich, da in anderen Siauren das Thymin in tiberwiegender 
Quantitiit vorhanden ist. So konnte ich aus der Milznuclein- 
siiure nach demselben Verfahren 15 g@ Thymin neben etwa 6 ¢ 
Cytosinpicrat und bet der) Pancreasnucleinsiiure 5 g ‘Thymin 
neben 6 g Cytosinpicrat gewinnen, auch bei der Hefenuclein- 
suure war das Cytosin nicht die in grobter Menge vorhandene 
Pyrimidinbase, 

Ob dieses Verhiiltnis der Pyrimidinbasen durch einen Zufall 
verursacht war, oder einem Unterschied in der Zusamimensetzung 
der Siiuren entsprach, werden weitere Untersuchungen klar stellen. 
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Fiitterungsversuche in der Pyrimidingruppe. 
Von 
H. Steudel. 


Aus dem physiologischen Institut in Heidelberg.) 


Der Redaktion zugegangen am 23. Juni 1903.) 


Als nachgewiesen war, dali das Thymin 5 Methyl-2°6 dioxy- 
pyrimidin sei,') hatte ich eine Reihe von Pyrimidinderivaten ?) 
auf ihre Fiihigkeit’ gepriift, im Organismus Synthesen zu Purin- 
derivaten einzugehen. Nachdem jetzt neben dem Thymin noch 
das Uracil (2-6Dioxypyrimidin) und das Cytosin 4) (6 Amino- 
2 Oxypvrimidin) als Bestandteile des TierkOrpers aufgefunden 
sind, denen sich wahrscheinlich noch das Histidin >) anreiht, 
habe ich die Versuche wieder aufgenommen, denn zweifellos 
spielen die Pyrimnidinderivate als Vorstufen bei der Synthese 
der Harnsiiure, resp. der Alloxurkérper, eine grobe Rolle im 
TierkOrper, da sie ihrem chemischen Baue nach in der Mitte 
zwischen Harnstoff und Harnsiiure stehen. 


NH, N—C N—C 

| | | | | 

CO C C C C—N\, 

4 | | C 

NH, N—C N—C—N/ 
Harnstoff Pyrimidinkern Purinkern 


Die organische Chemie hat denn auch den Aufbau der 
Purinkorper mit Ausnahme der ersten, wenig tibersichtlichen 


'y H. Steudel, Diese Zeitschr.. Bd. XXXII, S. 244. Bd. XXX, 439. 
2) Diese Zeitschr.. Bd. S. 285. 
A. Kossel u. H. Steudel. Diese Zeitsehr.. Bd. 
Kossel u. H. Steudel, Diese Zeitschr.. Bd. XXXVI, 
377. Bd. XXXVI. S. 49. 
Ss. Frankel, Wiener Sitzungsbericht. Bd 112, 8. 77. 
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Harnsiiuresynthese Horbaezewskis!) tiber Substanzen aus der 
Pyrimidinreihe hin ausgefiihrt: Behrend und Roosen?) haben 
die Isodialursiiure mit Harnstoff zu Harnsiiure kondensiert, 


HN—CO NH—CO 
| | 
OC COH H,N\, CO C—NH\, 
| co = | CO +- 2H,O 
HN—COH H,N/ NH—C—NH / 
lsodialursiiure Harnsiure 


Die Pseudoharnsiiture Baeyers labt sich durch schmel- 
zende Oxalsiiure nach E. Fischer#4) in Harnsiiure tiberfiihren. 
HN—CO HN—CO 
| | 
OG CH-NH-CONH, = OC C—NH 


co -++ H,O 
HN—CO HN—C—NH/ 


Pseudoharnsiiure 
Desgleichen liefert die Isoharnsiiture Mulders®) durch 
Kochep mit HCl Harnsiure 


HN—CO HN—CO HN—CO 
| 

OC CH-NH-CN oder OC CH-N:C:NH = OC C—NH. 
CO 
| | \ 

HN=CO HN—CO HN—C-—-NH / 


lsoharnsiiure 


und Traubes*) Synthese des Guanins und Xanthins geht 
gleichfalls tiber Derivate des Pyrimidins. 


N=C - OH HN—CO 
HN-C C-NH, CHO, = H.N-C C-NH + 28,0. 
N—C- NH, 7% 
2-4-5 Triamino- Oxypyrimidin Guanin 


!) Monatshefte fiir Chemie, Bd. 6 u. Bd. 8, S. 201 u. 584. 

2) Bericht d. deutsch. chem. Ges., Bd. 21. 8.999 u. Liebigs Annalen, 
Bd. 251, S. 235. 

') A. Schhieper u. A. Baever, Liebigs Annalen, Bd. 127. 8. 3. 
)E.Fischeru.L. Ach. Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 28, 8. 2473. 
*) Ber. d. deutsch. chem. Gesellschaft. Bd. 6, S. 1235. 


4 


Fischer u. H. Tiillner, Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 
3d. 35, S. 2563. 


*) Ber. d. deutsch. chem. Ges. Bd. 33. 8. 1571. 
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Dagegen haben die physiologischen und klinischen Forscher 
den Gedanken einer Entstehung der Harnsiiure resp. der Alloxur- 
korper aus) Pyrimidinderivaten bisher wenig oder garnicht 
erwogen. Zwar hat Horbaczewskis Synthese eine Reihe 
von Untersuchungen angeregt, in denen das Glycocoll und 
besonders die Milchsiiure eine wenig klare Rolle spielen, zu 
groberen Versuchsreihen tiber das Verhalten der Pyrimidine 
ist es aber nicht gekommen, wohl weil man diese Kérper bis- 
her nicht als Bestandteile des TierkOrpers, sondern nur als 
kiinstliche Laboratoriumsprodukte kannte, erhalten beim Abbau 
der Purinkérper durch Oxydation. Und doch scheinen gerade 
diese Korper besonders geeignet, die Bildung des synthetischen 
Teils der Harnsiiure und der Alloxurkorper unserem Verstiindnis 
niiher zu bringen. Dab wirklich im TierkOrper Purinsubstanzen 
synthetisch gebildet) werden, beweisen die Untersuchungen 
Kossels!) und A. Tichomiroffs:?) eine dauernde Neubildung 
mul} man auch schon deswegen annehmen, weil fortwihrend eine 
Ausfuhr von Purinkorpern, beim Menschen teils durch den Harn 
als Harnsiiure und wenig Purinbasen, teils durch den Kot als 
Purinbasen, welche im Organismus entstanden sein miissen, 
stattfindet. 3) Soll nun nieht der Organismus in kurzer Zeit an 
Purinkorpern verarmen, so mub er seinen Verlust ersetzen und es 
geniigt nicht fiir eine endgiiltige L6sung der Frage, anzunehmen, 
dafi dazu die priiformierten oder gebundenen Nucleinbasen der 
Nahrung dienen; diese scheinen nach den Untersuchungen neuerer 
Forscher groptenteils im Organismus verbrannt und nicht an- 
gesetzt zu werden. Auberdem wiire dann noch die Herkuntt 
der Purinkérper im Fleisch und den Organen der Tiere, die uns 
zur Nahrung dienen, zu erkliiren. 

Der experimentelle Beweis, dab wirklich Siuger- 
organismus aus Pyrimidinkorpern Purinderivate entstehen, Is! 
freilich nicht leicht, die Griinde dafiir habe ich schon an 


') Diese Zeitsehr.. Bd. 2 
Abteilung. L885. 8. 3 

Diese Zeitsehr., Bd. IX. S. 

M. Kriiger u. A. Schittenhelm, Diese Zeitsehr.. Bd. XXAY, 


S. 153. 


Arch. f. Anat. u. Phys. Phystol. 
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anderer Stelle .erértert,!) und so sind auch die folgenden 
Versuche nur als allererste Orientierungsexperimente anzu- 
sehen. 

Als Versuchstier habe ich, schon wegen des Vergleichs 
mit meinen friiheren Resultaten, wieder den Hund gewihlt: es 
wiirde gerade bei diesem Tiere eine” starke” Purinkorper- 
ausscheidung viel schlagender eine Synthese beweisen wie bei 
einem Tiere, das an und fiir sich schon zu reichlicher Alloxur- 
korperbildung neigt. Ganz analog meinen ersten Versuchen 
erhielt also ein weiblicher Foxterrier von 6600 ¢ Gewicht die 
Substanzen in Mengen von je 1 @ morgens mit der Schlund- 
sonde: als Futter bekam die Hiindin Spratts Patenthundekuchen. 
Der Harn wurde zweimal tiiglich mit dem Katheter enthommen. 

Zuniichst wurden Pseudoharnsiiure und Isoharn- 
siiure vertiittert, die im Reagensglas sich ja diuberst leicht zu 
Harnsiiure kondensieren lassen. Der danach erhaltene Harn 
enthielt aber auber Harnstoff nur ganz geringe Spuren von 
KOrpern, die mit ammontakalischer Silberl6sung fielen. 

Dann habe ich Hydrouracil HN—CH, 

| | 
OC CH, 


HN—CO vertiittert, das 
ich mir nach den Angaben von Weidel und Roithner?) dar- 
gestellt hatte, aber auch hier konnten keine schwerldslichen 
PurinkOrper, die mit ammoniakalischem Silber, resp. mit Silber- 
nitrat und Barytwasser fielen, isoliert: werden. 

Diese Koérper scheinen also bei der Vertiitterung per os 
vom Hundeorganismus verbrannt zu werden; nun hatte ich 
aber bet meinen vorigen Versuchen gefunden, dai gewisse 
Pyrimidine, zB. Methyluracil vom Hunde nicht gespalten 
werden, auf solche miibte man wohl bei der Fiitterung besondere 
Riicksicht nehmen. 

Um iiberhaupt von den oxydierenden Kraftten des Organis- 
Inus angreifbar zu sein, werden fiir die verfiitterten) Korper 
ginz bestimmte Molekularstrukturen notig sein, iihnlich den 


Diese Zeitschr., Bd. XXXIT, 5S. 290. 


*) Monatshefte fiir Chemie. Bd. 17, S. 172. 
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Verhéltnissen zwischen Fermenten und Zuckern, bei denen 
auch nur ganz bestimimte Zucker von bestimmten Fermenten 
vergoren. werden, So kann man im Methyluracil das Sauer- 
stoffatom im Harnstoffrest durch Schwefel ersetzen, ohne dab 
die Widerstandsfiihigkeit der Substanz sich iindert. 
Methylsulfouracil HN — C — CH, 
| 


CH 


| 
HN— CO nach den Angaben von 
Behrend?!) dargestellt und grammweise an meinen Hund ver- 
fiittert, erschien prompt im Harn wieder. Der auf dem Wasser- 
bade etwas eingeengte Harn gab eine reichliche Krystallisation 
eines KOrpers, der seinem ganzen Verhalten nach unverindertes 
Methylsulfouracil war. Aus heibem Wasser mit Tierkohle um- 
krystallisiert, lieferte der Korper folgende Zahlen : 
0.1318 g gaben 23,2 ccm N (t = 23°, p = 73,6 cm) 
Berechnet fiir CSH,N,OS: Gefunden : 
19,75°)o N 19,88°/o N 
Krsetzt man aber den Harnstoffrest durch einen Guanidin- 
rest. im Methyluracil, so erhilt man den verfiitterten Korper 
nicht wieder: verfiittertes Imidomethyluracil CH, 


| 

HN —C 

| 
HN=C CH 


ebenfalls nach Behrends?) Angaben dargestellt, verschwand, 
ohne ich im Harne einen charakteristischen Korper  hitte 
finden konnen, 

Zu einer Synthese sind also die KOorper, an Hunde ver- 
fiittert, nicht geeignet und ich werde jetzt die Versuche am 
Menschen wiederholen und gleichzeitig in meine Untersuchungen 
das Cytosin hineinziehen. 

SchluB kann man sich noch fragen, woher denn 
der Organismus tiberhaupt seine Pyrimidinkérper bezieht, ob zu 


') Liebigs Annalen, Bd. 236. 8. 5. 
Jdiger, Liebigs Annalen. Bd. 262. 360d. 
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einer Synthese zu Purinkorpern die den Nucleinsiiuren 
enthaltenen Atomgruppen des Thymins. des Uracils, des Cytosins 
und das im Eiweiimolekiil vorgebildete Histidin benutzt werden 
oder ob der Saugetierkérper auch fiihig ist, die Pyrimidin- 
korper synthetisch zu bilden. Analog der chemischen Synthese 
wiirde man einmal an eine Kondensation ans Harnstoff oder 
aus Guanidin mit einer stickstofffreien Komponente denken 
miissen. Die Elemente des Harnstoffs sind ja iiberall im Tier- 
kOrper in geniigender Menge als Spaltungsprodukte der Eiweib- 
kOrper vorhanden und auch das Guanidin, das leicht in Harnstotf 
iibergeht, ist nach Kutschers!) Untersuchungen schon als 
solches im Eiweifimolekiil vorgebildet und wird jedenfalls bei 
der physiologischen Oxydation in grofen Mengen disponibel. 
Andererseits kann man. vielleicht auch die Amidosiiuren, also 
ebenfalls Spaltungsprodukte des Eiweibes, mit zu einer Synthese 
der Pyrimidine heranziehen: wenigstens kann man im Reagens- 
glase durch Reaktionen, deren auch der Siiugetierorganismus 
ist, von der s-Amidopropionséiure zum Hydrouracil und 
Uracil kommen. 

Nach Lengfeld und Stieglitz?) gibt B-Amidopropion- 
siiure mit Cyankalium B-Ureidopropionsiiure, die analog der 
yon Kutscher*) als Abbauprodukt des Arginins entdeckten 
y-Guanidinbuttersiiture konstituiert ist. Dab der Organismus 
ebenfalls Harnstoffreste anzulagern befithigt ist, ist am Taurin, 
win Sarkosin und an mehreren aromatischen Amidosiiuren 
bewiesen, 


NH, NH, 
C: NH CO 
NH NH 
CH,—CH,--CH,—COOH CH,—CH,—CO0H 
-Guanidinbuttersiure B-Ureidopropionsiure 


*) Sitzungsberichte der kgl. Preufs. Akademie der Wissenschaften, 
1903, Bd. 28 S. 624, 

*) American chemical Journal. Bd. 14, 8. 504. 

Diese Zeitschr.. Bd. XXXII S. 415. 
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Die B-Ureidopropionsiiure verwandelt sich nun leicht durch 
Wasserabspaltung in ihr Anhydrid, Hydrouracil: 


NH, NH—CO 

| 

CO = CO CH, + H,0. 
NH—CH,—CH,—COOH NH—CH, 
8-Ureidopropionsiure Hydrouracil 


ein Vorgang, der vollkommen der Bildung des Kreatinins aus 
Kreatin entspricht, 


NH, NHS 

C=NH = \_ 

Ni CH,) —CH, —COOH 
Kreatin Kreatinin 


Chemisch ist also die Moglichkeit einer Entstehung von 
Pyrimidinen aus Amidosiiuren liingst gegeben, dagegen wird 
der strenge Beweis einer physiologischen Synthese wohl noch: 
auf sich warten lassen: sowohl B-Amidopropionsiure, wie 
B-Ureidopropionsiiture, nach Lenefeld und Stieglitz dar- 
gestellt, sind leicht oxvdierbare Korper, die wenigstens im 
Hundekorper bei der Fiitterung nach meinen Versuchen oline 
charakteristische, leicht fabbare Endprodukte verschwinden. 


Die Zusammensetzung der Bluteiweifstoffe in einem Falle von 
Alkaptonurie. 
Von 
Emil Abderhalden, Berlin, und W. Falta, Basel. 


Aus dem I. chemischen Institut der Universitat Berlin und aus der medizinischen 
Klinik in Basel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2¢. Juni 1903.) 


Ber der Alkaptonurie handelt es sich bekanntlich um eine 
Stirung Eiweifstoffwechsel. Als Muttersubstanzen des 
Alkaptons sind bisher bekannt das Tyrosin?) und das Phenyl- 
alanin.?) Diese beiden Verbindungen gehen fast quantitativ in das 
Alkapton tiber, da die Darreichung derselben (in optisch aktiver 
Modifikation) bei Alkaptonurie eine entsprechende Vermehrung 
der Alkaptonausscheidung hervorruft. Auch die Eiweil- 
molekiil enthaltenen Tvrosin- und Phenylalaningruppen  ver- 
halten sich in dihnlicher Weise. Schon Wolkow und Baumann 
machten darauf aufmerksam, dali die Alkaptonausscheidung 
in direktem Verhiiltnis zum Eiweifreichtum der Nahrung 
stehe, eine von uns*) konnte auch durch einen liingern 
Stoffwechselversuch an dem auf der medizinischen Klinik 
in Basel weilenden Falle von Alkaptonurie zeigen, 
nach Superposition verschiedener reiner Eiweibpriiparate aut 
eine konstante Kost eine Vermehrung der Alkaptonausscheidung 
eintrat, die jedesmal anniihernd mit) den bisher ermittelten 
Werten der einzelnen Eiweibkorper an diesen beiden Ver- 


1) Wolkow und Baumann, Uber das Wesen der Alkaptonurie. 
lnhese Zeitschr.. Bd. XV. S. 228, 1891. 
7) W. Falta und Leo Langstein,. Die Entstehung von Homogen- 
‘isinsiiure aus Phenylalanin. Diese Zeitschr.. Bd. S. 513, 1903. 
W. Falta. Uber einige Fragen des Eiweifstoffwechsels. Verhandl. 
Naturf. Gesell. zu Basel. 1903. 
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bindungen tibereinstimmte. Es scheint also die St6rung bei 
unserem Fall von Alkaptonurie eine anniithernd vollstiindige zu sein. 

Von besonderem Interesse war nun die Frage, an welcher 
Stelle im Eiweifstoffwechsel wir diese St6rung zu suchen haben. 
Wenn die Annahme von Wolkow und Baumann, dab die 
sildung des Alkaptons im Darm durch = spezifische Bakterien 
erfolge, richtig wiire, dann miibten die EiweiBkorper des mit 
Alkaptonurie Behafteten fast tvrosin- und phenylalaninfrei sein. 


Experimenteller Teil. 


Durch eimen Aderlahb wurden dem mit Alkaptonurie be- 
hafteten Manne ca. 300 com Blut entzogen. Dasselbe wurde sofort 
geschlagen und zur Trennung von Serum und Blutkbrperchen 
zentrifugiert. Der Blutkorperchenbret wurde vollstiindigen 
Kntfernung des Serums zweimal mit 3°/oiger Kochsalzlosung 
durchgertihrt und zentrifugiert, hierauf in Wasser gelOst, und 
hiernach mit Alkohol die Eiweibkorper ausgefiillt. Dieselben 
wurden auf einem Filter gesammelt, mit Wasser, Alkohol tnd 
Ather ausgewaschen, und hierauf bei 100° getrocknet. Erhalien 
wurden 99.0 Eiweil. 

Die vereinigten Ausziige: Wasser, Alkohol Ather 
wurden eingeengt, der Riickstand mit Ather extrahiert, der 
Ather verjagt, und der verbleibende Riickstand in) Wasser 
gelost. Der Versuch, aus dieser Losung mit basischem blei- 
acetat Homogentisinsiiure zu gewinnen, gab negatives 
Resultat. 

Das Serum wurde gleichfalls mit Alkohol gefillt, und der 
Kiweibniederschlag, wie oben, behandelt. Die vereinigten Aus- 
zuge wurden auch hier auf Homogentisinsaiure untersucht. 
gelang, das Bleisalz derselben zu isolieren. 

Das und das Serumeiweili wurden 
hierauf nach der Fischerschen Methode hydrolysiert und ver- 
estert. 

Im Serumeiweibh wurden nachgewiesen: Glycocoll,!) Alanin, 


Serumalbumin enthélt Kein Glycocoll, dagegen das Blutglobulin 
Dasselbe ca. 8'2°o. Auch a-Pyrrolidincarbonsiiure findet sich vor 
(ca. 2'/°/o), ferner ca. 2,7 Phenvlalanin. E. Abderhalden. 
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Leucin, a-Pyrrolidinearbonsiiure, Phenylalanin, Glataminsiiure, 
Asparaginsiure und Tyrosin. Letzteres wurde durch eine sehr 
sturk ausgepriigte Millonsche Reaktion festgestellt. Verarbeitet 
worden waren LOO g Eiweib.  Phenylalanin wurden 0.25 ¢ 
isoliert. Das Serumalbumin!) enthalt 3,08° 0 Phenylalanin, 
das Blutglobulin ca. 2,7° 0 Phenylalanin. 

Das isolierte Phenylalanin schmolz gegen 282° (unkorr.), 
Beim Erhitzen einer Probe mit Kaliumbichromat und Schwetel- 
sfiure trat der Geruch nach Phenvlacetaldehyvd auf. 

Im bBlutkorpercheneiweih wurden nachgewiesen: Spuren 
von Glycocoll, ferner Alanin, Leucin, a-Pyrrolidincarbonsiiure, 
Phenylalanin, Glutaminsdure, Asparaginsiiure und Tyrosin. Die 
Menge des letzteren konnte nicht bestimmt werden, 

Phenylalanin wurden aus 50 ¢ blutkérpercheneiweib 1,5 
isoliert. Hiimoglobin resp. Globin enthalt 4,24 ° Phenyvlalanin.®, 
Nach nur cinmaliger Veresterung waren 3,55° gefunden 


te 


worden, 3) 
Das isolierte Phenylalanin schmolz gegen 280° (unkorr.). 
Die Analyse gab folgendes Resultat: 
O125L ¢ Substanz gaben 0.2962 ¢ CO, und 0.0734 ¢ HO. 
Berechnet ftir C,H, NO, : Gefunden: 
o und 6.66°. H. 65.628 CG und 6.699 HL. 
Auch das Fibrin gab deuthiche Millonsche Reaktion. 
Aus den vorliegenden Versuchen ergibt sich: 1. die 
Anwesenheit von Homogentisinsiiture im Serum bei 
Alkaptonurie und 2. dab die Eiweibkérper des Blutes 
des mit Alkaptonurie Behafteten Tyrosin und Phenyl- 
alanin enthalten, und zwar, soweit die Exakthett der 
uingewandten Methoden genauere Schlubfolgerungen 
Zzulabt, in ungefiihr denselben Gewichtsverhiiltnissen, 
wie dieselben in den entsprechenden Eiweitbkorpern 


KE. Abderhalden, Hydrolyse des krystallisterten Serumalburnins 
aus Pferdeblut. Diese Zeitschr.. Bd. XXXAVIL S. 495, 1903. 
*) Abderhalden, Hydrolvse des krvstallisierten Oxyhiimoglobins 
aus Pferdeblat. Diese Zeitsehr.. Rd. XXNVIL S. 484, 1903. 
*) Emil Fischer und Emil Abderhalden, Hydrolyse des Oxy- 
unoglobins durch Salzsiiure. Diese Zeitschr.. Bd. XXXVI, S. 275, 102 
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normalerweise gefunden worden sind, Es ist somit der 
Beweis erbracht, dal die der Alkaptonurie zu Grunde 
liegende Stérung weder im Darmkanal noch bei der 
Resorption zu suchen ist. Es handelt sich um eine 
ganz lokalisierte, spezifische Stérung Eiweil- 
abbau. Der eine von uns hat bereits friiher fiir die Cystin- 
diathese ganz dieselben Beobachtungen gemacht. ') 


Emil Abderhalden, Familiire Cystindiathese. Diese Zeitschr.. 
Bd. XXXVI, 557, 1905. 
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Uber Harnindican. 
Von 


Ch. Porcher und Ch. Hervieux. 


Laboratorium der Chemie der Ecole veéterinaire Lyon.) 


Der Redaktion zugegangen am 24. Juni 1003 
r 


Die Frage iiber das Indican des Harnes ist schon Gegen- 
~tand vieler Arbeiten gewesen, in denen man zahlreichen Wider- 
spriichen begegnet, besonders betreffs der Bezichungen, die 
zwischen dem Indigoblau und Indigorot bestehen. 

Man hatte schon) beobachtet, dai sich) niemals  allein 
Indigoblau bei der Oxydation des Indoxyls. das durch Zer- 
<etzung des Indicans des Harnes freigemacht war. bildete und 
man aufer dieser blauen auch rote und ferner braune 
Substanzen erhielt. 

Wang!) nahm an, dab diese letzteren Verunreinigungen 
<elen. von denen man das Indigoblau durch Waschen mit 
Mkohol und Ather befreien miibte. Bouma?) dagegen be- 
hauptete, dab diese sogenannten Verunreinigungen nicht) vom 
Indigoblau getrennt werden diirften, denn sie gehorten mit thm 
zusammen in dieselbe Gruppe. Unter diesen Umestinden ist es 
verstiindlich, eine kolorimetrische Bestimmung des Indigo- 
exakte Resultate nicht ergeben konnte, wenn man die 
rofe und braune Substanz, die Wang als) Verunreinigungen 
zurickwies, mit darunter verstehen mute. 

Es handelte sich also darum, die Diskussion iiber die 
Frage nach der Einheitlichkeit des Ursprunges der blauen und 
roten Substanz im Harne zur Entscheidung zu bringen. Diese 
Linheithehkeit war von Bouma emer ersten Arbeit) an- 


Diese Zeitschrift. Bd. XXVIL, S. £37. 
*) Diese Zeitschrift, Bad. S. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XXXIX 
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eenommen, aber von ihm selber in einer zweiten geleugnet, 
Die Untersuchungen tiber diese Frage wurden stetig fortgesetzt, 
und zwar hauptsichlich auf Grund folgender zwei Beobachtungen. 
Erstens: Alle Methoden der Extraktion des Indigoblau im Harne 
fiihrten zur Bildung von Indigorot. Zweitens: Aus derselben Menge 
Hliissigkeit entstehen verschiedene Mengen Blau und folghich auch 
Rot, je nach der angewandten Methode. Hiernach ist es wahr- 
schemlich, dab das eme sich das andere umwandelte. 
beziiglch des letzten Punktes ist ein wirklich entscheidender 
Beweis nur durch die sehr interessanten Arbeiten Maillards 
erbraeht worden, der zeigte, dab oman das Blau allmiihtlich 
durch das Rot ersetzen konne, je nach der Versuchsanordnung.? | 

In der vorliegenden Arbeit werden wir tiber die Beobach- 
tunven berichten, die wir an Pferde- und Hundeharnen machten, 
beobachtungen, die das bestiitigen, was Maillard schon friiher als 
bestimimend fiir die Cniwandelung des Indigoblau in Indigorot angab. 

Z7unaichst wollen wir den der verschiedenen 
Reinigunesmethoden auf das Indican des Harnes einer Priifune 
unterzichen, 

Wir arbeiteten) vorziiglich mit Pferdeharn, teils weil wir 
thn uns leicht groben Mengen verschaffen kKonnten, teils 
weil dieser Harn sehr reich an Indican ist: aber wir delnten 
unsere Untersuchungen auch auf Hunde- und Menschenhiarn 


(Studenten des Institutes) aus. 
Reimigune mit) basischem Bleiacetat. 


Wiihrend dieses Salz Form Bleiessig, also be 
Untersuchungen iiber die Zuckerarten) des Harnes nicht ver- 
wandt werden darf, liegen ber der uns beschiiftigenden Frage 
die Verhiiltnisse anders. Die Reimigung selbst mit emer 20° oigen 
Dleiessiglésung (das ist zuweilen bei sehr konzentrierten Pferde- 
harnen notig) reiBbt das indoxyl-schwefelsaure Kalium nicht 
hoherem Mabe mit meder als das Phenylsulfat. Hiervon konnten 
wir uns direkt iiberzeugen, indem wir den Indigo in dem durch 


Diese Zeitsehrift. Bd. ANN. S. 217. 1901. 
Comptes rendus des scances de lAcadémie des sciences, t. 152. 
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die Reinigung erzeugten Niederschlage suchten. Dieser letztere 
mubte zu dem Zwecke vorher gewaschen werden, dann wurde 
er destillertem Wasser zu einer Emulsion aufgeschwemmt 
und durch Schwefelwasserstolf zersetzt. Die Fliissigkeit’ wurde 
filtriert, auf dem Sandbade eingeenet, aber es war nicht moelich, 
darin Indigo zu finden, 

Da das basische Bleiacetat die zusammengesetzten Gly kuron- 
siiuren, die dem Harne seine linksdrehenden Eigenschaften ver- 
lelhen,!) mederschligt, so konnen wir  zugleich den 
Schiub ziehen, dab die indigobildende Substanz, wenigstens beim 
Prerde, micht als Indoxylglykuronsiure im Harne vorhanden ist. 

Da das basische Bleiacetat das Indican also nicht mit sich 
reibt, 2) so hat man diesem Reagens ein energisches 
Reimigungsmittel: es besitzt dem neutralen Bleiacetat gegeniiber 
den Vorteil, den Harn sehr kriiftig zu entfirben, und das gibt 
die Moelichkeit, die Farbe der iber dem Chloroform schwimmenden 
Fliissigkeit unschwer zu beurteilen, wenn man das entstandene 
Indigoblau extrahiert. Wenn man tibrigens den Harn, der mit 
Salzsaure und einem Oxydationsmittel versetzt ist. mit Chloro- 
form schiittell, um das entstandene Indigoblau allmiihlich auf- 
soo sammelt sich das Chloroform sehr schnell am 
Boden, olme jene tribe Beschaffenhert anzunehmen, die in der 
Kegel ohne diese Reimigung eintritt. 


Reinigunge durch Phosphorwolframsiiure. 

Wenn oman den Harn durch Phosphorwolframsiiure 
reinigt, so hat die grobe Menge Salzsaure, die bet diesem Ver- 
fahren angewandt wird, unter anderem den Erfole, das Indoxy! 
bach und nach fret za machen: indem= dieses sich dann all- 
unter Einflusse des Sauerstoffes der Luft oxydiert, 
bildet es Indigoblau. Die Folge davon ist, dab der Niederschliag, 

1) Ch. Porcher. Etudes sur Turine du cheval. Journ. med. 
vel. SE. Aug. 1902. 

*) «Man kann sich leicht von der Richtigkert dieser Tatsache iiber- 
euven: trotzdem findet man merkwiirdigerweise die Angabe, daly das 
lndican durch Bleiacetat: niedergeschlagen werde.» Bertault. Journal 
Pharmacie et Chimie (VI). 15. p. 278. Dieser Autor hat) sicherheh 
beobachtet. 
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der anfangs eine gelblich-graue Farbe hatte. allmiéhlich eine 


schmutzig violette) Farbe annimmt, withrend die obenaut 


schwimmende Fliissigkeit) selber von briiunlich-blauer Farbe 
ist. Die nach 12—14 Stunden ausgefiihrte Filtration ergibt 
ein zwar klares, aber wie beschrieben” britunlich-blaues Filtrat. 
Schiittelt man mit Chloroform aus, so nimmt es eine ganz 
=<chwach blaue Farbe an: folglich war das Indigotin fast voll- 
stiindig mit dem Niederschlage fortgerissen. Behandelt) man 
die Fliissigkeit eintge Minuten mit Tierkohle, so verliert sie ihre 
briiuntich-blaue Farbe und liefert ein von Indigo freies Filtrat. 


I. Reinigung mit Quecksilbernitrat. 
(Verfahren von Patein und Dufau.) 

Die Flussigkeit, die man von nach diesem Verfahren ge- 
reinigtem Harn bekomint, enthilt keine Spuren von Indigo mehr. 
IV. Reinigung mit Quecksilberchlorid, 

Setzt man zu dem Urine Quecksilberchlorid) (18/20 seines 
Volumens emer vesittigten Losung zu? 20 emer gleichfalls ge- 
siittigten so hefert er reichlichen 
Niederschlag, dem der Teil des Indicans mit  fort- 
gerissen ist. Das 5 Minuten lang Sieden— erhitzte, mit 
Ammoniak, zum Beseitigen des Quecksilberiiberschusses,  ver- 
setzte) Filtrat) liefert dann nur noch Spuren von Indigo: zu- 
weilen ist es ganz unmoshch, ihn tiberhaupt nachzuweisen. 

Nach den soeben angestellten Betrachtungen den 
Einflab der gewohntich ber der Harnuntersuchune aul Indican 
angewandten Remigungsmittel kommen wir za dem Schlusse, dial 
das basische Bletacetat fir diesen Zweek das cinzig Brauchbare ist. 

Indigoblau nachzuweisen, ist bekanntheh folgendes notig: 
ume das Indican zu spalten, 2. ein auf das frei- 
vemachte Indoxyl emwirkendes Oxvdationsmittel. 

Die angewandte Siure war stets Salzsiiure: nur einigemale 
wurde Schwefelsiiure benutzt, die aber den Nachteil hat, das 
sie viel stiirker als die Salzsiiure wirkt und dab sie ino ein- 
und demselben Harn mehr dndigorot liefert. als die Salzsiure. 
Der Urin mul mit dem eleichen Volumen Salzsiiure versetz! 
werden, ber geringerer Menge dieser Siiure wird die Spaltung 
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des Indicans verzOgert, was, wie wir weiter unten sehen werden, 
nicht giinstig ist, da es zur Bildung eines zu groben bruchteiles 
von Indigorot fiihrt. 

Wenn man die Spaltung des Indicans auf dem Sandbade 
yolizieht. so sollte man von vornhereins erwarten, dab man 
veringerer Mengen Siure bendtige. Das ist auch der Fall, aber 
man erhilt dann bet diesem Verfahren stets nur Indigorot. 
Wir haben hitufig das Verfahren angewandt, das Bouma?tly zur 
quantitativen: Bestimmung das Indigo empfohlen hat: niimlich 
das Erhitzen des zuvor gereinigten Harnes mit) basischem blei- 
acetat wihrend einiger Minuten auf dem Sandbade unter Zusiatz 
einer Losung salzsauren [satins: jedesmal hatte das Chloroform 
eine rote Farbe angenommen, denn unter diesen Bedingungen 
bildet nur Indirubin. Gleichwohl hatten dieselben Harne, 
mit denen wir nach der unten angeeebenen Methode verfuhren, 
in Chloroform eine sehr schdne blaue Losung gegeben. — Es 
sel nochmals darauf aufmerksam gemacht, dai Bouma recht 
hatte, dab Indigoblau nicht vom -Rot und -Braun zu trennen, 
da derselbe Harn, je nach der Behandlungsweise, verschiedene 
Farben in Chloroform gibt. 

Das von uns angewandte Oxvdationsmittel war das kiiuf- 
liche Wasserstoffsuperoxyd von 10—12 vol. ks ist zwar sicher, 
dab die meisten der bisher untersuchten Oxydationsmittel ein- 
ander gleichwertig sind und dab sie dieselben Resultate geben, 
wenn man nur auf sie eingearbeitet ist, aber das Wasserstoff- 
superoxvd hat den Vorteil ein nicht zu energisches und sehr hiand- 
liches Mittel zu sein. Wir bedienen uns seiner schon seit langer 
ZeitimbLaboratorium. Gewohniich nehmen wir t Tropfen Wasser- 
stolfsuperoxyd auf emen Cabikcentimeter gereinigten, zur Unter- 
suchung kommenden Harnes. Wir vermeiden die unterchlorig- 
sauren Verbindungen, denn wiihrend ein geringer Uberschul 
von Wasserstofisuperoxvd belanglos ist, so ist das bei den unter- 
chlorigsauren Verbindungen nicht der Fall, da ihre oxydierende 
Wirkune zu stark ist. namentlich. wenn diese Verbindungen 
frisch bereitet. sind, 


1) Diese Zeitschrift. Bd. S. 82. 1901. 
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Wir konnten also dasselbe beobachten wie Maillard, da§ 
nimlich freigemachte Indoxyvl keineswegs immer dasselbe 
Endprodukt tefert und dah das Ende der Reaktion schwankt, 
je nach den Bedingungen, unter denen sich die Oxydation, die 
das Indoxvl in die Indigofarben umwandelt, 

Im Foleenden geben wir das Verfahren an, dessen wir uns 
bedienten. um diese Tatsache zu demonstrieren. Ein an Indican 
besonders reicher, normaler Pferdeharn wurde zur Reinigung 
tnit 240 seines Volumens Bleiessig versetzt und der Uberschul} 
des Bletes mit Schwefelwasserstoff, teils mit Natriumsulfat 
entternt.? 

In eine Anzahl Reagensgliser giebt man je o com gereiigten 
Harnes und 5 com Salzsiture: man nun die ver- 
=chieden lange auf den Harn emwirken und zwar in dem ersten 
ca) Minute: in dem = zweitten 2) Minuten: in dem 
dritten Minuten: am vierten 25 Minuten: im 
ces SO Minuten: sechsten of) 600 Minuten. Nach 
Ablaut dieser Zeiten fiigt man zu jedem Rohrchen 5 Tropfen 
Wuasserstoffsuperoxvd, schiittelt: kraftig 5 Minuten lang und 
wiebt dann o cem Chloroform nach. um thm den gebildeten 
Indigo zu sammeln. 

Wir bekamen folvende Resultate: 

wound Einwirkungsdauer von Harn und Saiure 1 resp. 
Minuten). Der Erfolg ist in beiden Fallen der eleiche: das 
Chloroform nimmt eine schone blaue Farbe an, die Rotfirbung 
der daraufschwimmenden Fliissigkeit ist mur schwach. 

Minutend. Die Farbe des Chloroforms niihert) sich 
schon etwas dem Violett, ste ist) blau-violett: die tiber ihm 
betindliche Fliissigkert ist voter als bei a und b. 

d 615 Minuten). Das Chloroform hat eine schon violette Farbe. 

eound (30 und 60> Minuten). In diesen beiden) Rohren 
ist die Farbe des Chloroforms rot-violett. withrend die aut ihm 
<chwiminende Fliissigkert sehr schon rot ist. 


' Bulletin de la Soe. chimique (38) 29. p. 257. 
Es ist leichedltig, ob man das tibersehiissige Bler dureh 


Schwefelwasserstoff oder dureh em Carbonat oder dureh Alkalisulfat 
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Aus dieser ersten Versuchsreihe zogen wir den Schtlub, 
dab eine Einmwirkungsdauer der Salzsiiure von héchstens 
2 Minuten geniige, dann das Wasserstoffsuperoxyd hinzu- 
werden miisse und dafi 5 Minuten spiiter die Aufnahme 
in Chloroform zu erfolgen habe. 

Spiiterhin aber haben wir diese Methode geindert, da die 
Erfahrung uns lehrte, dai die Reaktionen, die die Bildung von 
Indigoblau) bezwecken: Spaltung Indicans und weitere 
Oxydation des Indoxyls, sehr heftig verlaufen. Wir verfahren 
in folgender Weise: 

In emem Scheidetrichter mischen wir zu gleicher Zeit 
vereinigten Harn, Salzsiure, Wasserstoffsuperoxyd, Chloroform 
in den oben angegebenen Verhiiltnissen cem Harn, 
salzsiiure, Chloroform, ‘Tropfen Wasserstoffsuperoxvd 
von 10—12° 0). Dann wird das Ganze kriiftig 
Cnier diesen Umstiinden geht der Indigo in demselben Mabe, 
wie er sich gebildet hat. in das Chloroform iiber und entgeht 
dem EinfluB der Salzsiiure und des Wasserstoffsuperoxyvds. 
Has Chloroform nimmt dementsprechend eine schone  blaue 
Farbe an, und die tiber ihm geschichtete Harntliissigkeit ist 
entfirbt oder besitzt ho6chstens noch eine ganz geringe Rot- 
wenn man sie in dicker Schicht betrachtet. 

Wir nehmen an, dab. wenn man auf diese Weise vor- 
eeht, das gesamte Harnindoxvl Indigoblau, Indigotin um- 
cewandelt wird, und dab sich nur zu vernachliissigende Spuren 
von Indigorot und -braun bilden konnten, da wir ja die haupt- 
~ichlichste Bedingung. unter der sich Indigorot bildet d.h. die 
Einwirkungsdauer der Saure auf das Indigoblau des 
Hires umgangen haben. Um dessen bBestiindigkeit) ganz 
Zu sichern, braucht man ihn nur schneil von der Gegenwart 
der geringen, in dem Chloroform gelOsten Menge Salzsiiure zu 
befreien. —- Wir konnten in der Tat dasselbe  konstatieren, 
voraufhin schon Maillard die gelenkt hat, 
lal} man niimlich einem Uberschul von Chloroform bei 
lregenwart der geringen Menge Siure, die es aus dem an- 
eesauerten Harne auftnahm. innerhalb von 2 oder 3 Tagen, 
Auveilen sogar innerhalb einiger Stunden den Ubergang von 
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Violett in’ und Dunkelrot) beobachten kann.!) Wir 
wuaschen daher, sobald alles Indigoblau aufgel6st ist, die Losung 
in Chloroform mehrimals mit destilliertem Wasser und schlieblich 
nach dem Vorschlage Maillards mit einer ganz schwachen 
Sodalésung: das Chloroform bewahrt dann unveriinderlich seine 
Antangstirbung.?) 

Nach diesen Ergebnissen kOnnen wir uns der Schluf- 
folverung Maillards anschiieben, dab schnelle Oxydation 
des Indoxyls Indigoblau, die langsame -rot liefert. Wir fiigen 
nur noch hinzu, der einheithiche Ursprung des Indigoblau 
und -rot aus dem Indoxyvl sowohl durch die oben angefiihrten 
Tatsachen, auch als durch die Experimente Maillards nach- 
gewlesen ist. Ber der Priifung des Harns auf Indican 
man darauf bedacht sein, nur Indigoblau zu bekommen: hierzu 
werden die von uns angegebenen Vorschriften geniigen. 

den von uns vemachten Beobachtungen diirfen wir 
mit Neubauer und Vogel, Maillard die Existenz von rotem Pig- 
ment im Harne, das auf Skatol zu beziehen wiire. be- 
zweifeln, 

Der einzige Beweis, den man fiir die Existenz solcher 
Pigmente anfiihren kOunte, stiitzt sieh auf thre Farbe: aber 
diese sind nach unseren Untersuchungen ebensogut auf die 
Bildung von Indigorot zu beziehen. 

Im AnschluB an unsere auf die Technik beziiglche Aus- 
fihrung noch eime bemerkung physiologischen Inhalts 
gestattet: Ber allen) normalen) Harnen) yom Pferde, Hunde, 
Kaninchen,  Meerschweinchen und auch vom Menschen, 
die wir in den Bereich unserer Untersuchungen zogen, fiel die 
Priifung auf Indigo positiv aus. Nach unserer Ansicht ist das 
Indican ei ganz normaler Bestandteil des Harns folglich 
verliert die Wichtigkeit, die man bisher der Indicanurine in 
diagnostischer Hinsicht beimab, betrachtlich an Bedeutung. 

'y Bulletin de la Société chimique (8) XXIX, p. 136. 

*) Wir glauben jedoch, daf das Oxvdationsmittel, welches das 
Chloroform aus dem angesiuerten Harne aufnahm. beitriigt. das Indigo- 
blau in Indigorot umzuwandeln. 


Nachtrag zur Hydrolyse des Caseins und Seidenfibroins 
durch Sauren. 
Von 
Emil Fischer. 


(Aus dem I. Chem. Institut der Universitit Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Juni 1903.) 


Auf die Bedeutung der Oxvaminosiiuren als Spaltungs- 
produkte der Proteinstoffe habe frither wiederholt hin- 
eewiesen und mit Hilfe der verbesserten) Erkennungsmethoden 
war es nicht schwer, thre weite Verbreitung festzustellen. 

Das friiher nur aus dem Seidentleim isolierte wurde 
zuerst im Seidentibroin,?) dann im Horn?) aufgefunden und 
scither haben weitere Untersuchungen aus dem hesigen Institut 
gezelet, daboes euch im Oxyhiimoglubin,?) Serumalbumin 
und Edestin®) vorkommt. 

Seltener ist. die Oxypyrrolidincarbonsiiure, die ich zuerst 
aus Gelatine gewann,®) wieder aufgefinden worden, aus dem 
einfachen Grunde, weil ihr Nachwets ziemlich schwierig: ist. 

Da nun beim Casein die neuen Methoden zur Erkennung 
und Trennung der Aminosiiuren vorzugswelse  ausgearbeitet 
worden sind,?) so schien es mir nicht itberfliissig, auch hier 
auf die Anwesenheit der beiden Oxysiuren zu priifen. 


1) Emil Fischer und Aladar Skita. Diese Zeitschrift. Bd. 
*) Emil Fischer und Th. D6rpinghaus. Diese Zeitschrift, Bd. NNAVI, 
Emil Abderhalden. Diese Zeitschrift. Bd. XNNVIEL SS. 484 


* Emil Abderhalden, Diese Zeitschrift, Bd. 
Emil Abderhalden, Diese Zeitschrift. Bd. XNAVIE S. 40%. 
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Ber. der deuteh. chem. Ges... Bd. 35, 8. 2660. 
‘) Diese Zeitschrift, Bd. S. 151. 
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Serin und Oxy-a-pyvrrolidincarbonsiure aus Casein. 

Zum Nachweis des Serins diente vorzugsweise die Fraktion 
der Ester, die ber 0.25 mm Druck zwischen 95 und 130° 
Thre Menge betrug 110 aus einem Kilo Casein (nach 
Hammarsten). Als sie mit) der 2Ofachen Menge Petrolither 
vermischt wurde, entstand eime Fiillung, die nach einiger 
Zeit mechanisch abgetrennt wurde. Sie enthélt die Ester des 
Serins, der Asparagin- und Glutaminsiiure und wenig Phenyl- 
alaninester. 

Ihre Gewicht betrug B2 @: sie wurde zuniichst mit Ather 
vermischt und dann mehrmals mit gleichen Volumen 
Wasser durchgeschiittelt. Das Phenylalanin und kleinere Mengen 
von Glutamin- und Asparginsiiureester bleiben dem Ather, 
Der Sermester wird dagegen neben dem Rest von Clutamin- 
und Asparaginsiitureester durch das Wasser aufgenommen. Zur 
Verseifung wird die witsserige Losune mit) tiberschiissigem 
Barviwasser zwei Stunden auf dem Wasserbade erwiirmt, dann 
der Barvt mit) Schwefelsiiure quantitativ. ausgefallt und das 
Riltrat mit iiberschiissigem Kupferoxyd gekocht: beim Abkiihlen 
scheidet sich aus der filtrierten tiefblauen Losung das schwer- 
losliche asparaginsaure Kupfer ab. Die Mutterlauge  enthalt 
das Sermkupfer, auberdem noch ziemlich viel glutaminsaures 
Kupfer neben wenig asparaginsaurem Salz. Das Kupfer wird 
mit Schwefelwasserstoff ausgetillt, das Filtrat im Vacuum ein- 
geengt und aus dem Ritckstand durch sehr konzentrierte Salz- 
stiure die Glutaminsiiure ausyefiillt. Nachdem die Krystallisation 
des Hydrochlorates ber O° moglichst vollstiindig geworden ist, 
wird filtriert und aus der Mutterlauge durch Eimdampfen im 
Vacuum und Behandeln mitt Silbercarbonat die Salzsiiure ent- 
fernt. Aus dem stark eingedampften Filtrat scheidet sich das 
Sermoab ound wird) durch mehrmaliges Umkrystallisieren ats 
Wasser gvereiniet. Seme Menge betrug 3.4 aus emem hilo 
Casein: weitere OY & wurden auf dieselbe Art aus der Fraktion 
HO—95" gewonnen, so dab die Gesamtausbeute 4,5 betrug. 
Das entspricht noch nicht ganz vom angewandten 
Casein. In Wirklichkeit) ist) die Menge aber erheblich 
erober, da ber der Abscheidung der Ester und der spiteren 
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Isolierung der freien Siiuren grade fiir die Oxvaminosiuren 
erhebliche Verluste unvermeidlich sind. 

Das reine Produkt schmolz bei 241° (korr.) und gab 
folgende Zahlen: 

0.2001 g Substanz gaben 0.2500 ¢ CO, und O4215 ¢ H,O. 
0.1620 ¢ Substanz gaben 84 cem N ber 17% und 758 mm. 
Berechnet 34.30% 6 6.67% o N, 
Gefunden 34.07 C, 6,75°/o H, 13,18%o N. 

Ks zeigte auch in Krystallform, Geschmack und Loslichkeit 


die Eigenschaften des Serins und gab wie dieses eine B-Naphtalin- 
-ulfoverbindung, die den richtigen Schmelzpunkt 214° besab, 

Zum Nachweis der Oxypyrrolidincarbonsiiure unter den 
Spaltungsprodukten des Caseins wurde dasseltbe Verfahren wie 
heim Leim benutzt.!) dessen Beschreibung deshalb hier iiber- 
‘iissig erscheint. Ein Kilo Casein gab allerdings nur 2.3 ¢ 
reine krystallisierte Saure vom Schmelzpunkt 270°, aber ihre 
Menge diirfte auch erheblich groper sein, da die Abscheidung 
keineswegs quantitativ. ist. 

Die Analyse der Siure gab folgende Zahlen : 

¢ Substanz gaben 0.2420 ¢ CO, und H,O. 

¢ Substanz gaben 16.1 com N bet 22” nnd 758 min. 


Gefunden 45,64%o C. 7.03% H. 10.92% N. 
weiteren Charakterisuk diente die 8-Naphtalinsulfo- 


2 


Verbindung,?) die bei 90—91° schmolz und folgende Zahlen 
Heferte : 

O.1529 ¢ Substanz gaben O.299b ¢ CO, und 

Berechnet C,,H,,O,N S+H,O: 53,099  C, 5.0L" o H. 

Gefanden C, 35,09°%o H. 
a-Pyrrolidincarbonsiiure aus Seidentibroin. 
Withrend die gewohnlichen Eiweibkorper ziemblich erheb- 

Mengen von Pyrrolidincarbonsiinre bei der Hydrolyse 
cetern, Konnte dieses Spaltungsprodukt beim Seidentibroin bisher 
Sicherheit) nachgewiesen werden. Die folgenden 
beohachtungen fiillen diese Liicke aus, 
Seidenfibroin, welches in der friiher beschriebenen 
Veise vom Seidenleim befreit war, wurde mit) Schwefelsiiure 
Ber. der deutsch. chem. Ges.. Bd. 35, 2660. 


thid.. Bd. 35. S. 3785. 
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hydrolysiert,!) das Tyrosin nach dem Ausfiillen der Schwefel- 
saure durch Krystallisation abgeschieden und die Mutterlauge, 
welche die iibrigen) enthiilt, im Vacuum zur 
Trockne verdamptt. Zur Tsolierung der Pyrrolidincarbonsiiure 
diente ihre Loslichkeit) in’ Alkohol. Das Gemisch der freien 
Aminosiiuren wurde mit 2 absolutem Alkohol tiichtig aus- 
gekocht. Verdaimpfen der alkoholischen Losung blieben 
4.2 ¢ emes dicken Sirups, der den charakteristischen Geruch 
der Fleischbriihe besab: er wurde mit 40 cem Alkohol auf- 
eenommen und nach dem Wochen mit) Knochenkohle das 
erkaltete Filtrat vorsichtig mit Ather versetzt, bis die Krystalli- 
sation der a-Pyrrolidincarbonsiiure eintrat. Von ihr wurden 
erhalten, die gegen 207° (korr.) schmolzen die 
richtige Zusammensetzung zeigten. 

0.1755 Substanz gaben 0.3342 g CO, und 0.1281 ¢ H,O. 

Berechnet C,H,O,N: 52.18% C, 7.83% H. 
Grefunden 51.93°’o C, 8.16%,o H. 

Aus der Mutterlauge der Siiure fallt auf Zusatz von mehr 
Ather cin amorphes, stark hygroskopisches Produkt aus, welches 
mit Wasser gekocht den schon erwihnten charakteristischen 
Geruch nach Fleischextrakt in hohem Mabe zelete und in dem 
man eine neue Aminosiiure vermuten darf. 

Bemerkenswert ist die kleine Quantitit) der) Pyrrolidin- 
carbonsiiure im Fibroin, besonders mit Riicksicht auf die eben- 
falls sehr geringe Menge der Diaminosiiuren. Diese quantitative 
Bezichung zwischen der cyklischen Siiure und den Diamino- 
verbindungen scheint allgemein zu sein und gibt der Ver- 
mutung Raum, dab sie einen gemeinsamen Ursprung haben. 

Bei der Austithrung obiger Versuche bin ich von Herrn 
Dr. Th. Dorpinghaus auts eifrigste unterstiitzt worden, woltir 
ich thm auch hier besten Dank sage. 

1) Emil Fischer und Aladar Skita, Diese Zeitschrift. Bd. XXNII 
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Die Endprodukte der Pankreas- und Hefeselbstverdauung. 
Mitteilung I. 


Von 


Fr. Kutscher und Lohmann. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg. 


Der Redaktion zugegangen am 29. Juni 1903. 


Das Pankreas ist zweifellos das Organ, welches die meisten 
ind kriéftigsten der hydrolytisch-spaltenden Enzyme liefert. Es 
vibt) bekanntlich das eiweibspaltende Trypsin, das Fette  zer- 
-etzende Steapsin und die die Kohlehydrate zerlegende Diastase. 
Wenn wir die Pankreasdriise der Selbstverdauung iiberlassen, 
dann werden die in ihr enthaltenen Enzyme die Bestandteile 
der Driise angreifen. Dai unter diesen Umstinden  reichliche 
Mengen Enzym auf beschrinkte Massen zersetzbarer Substanz 
wirken, sind die Bedingungen fiir die vollige Aufspaltung der 
durch die oben genannten Enzyme angreitbaren Driisenbestand- 
telle moglichst giinstige. 

Die Bauchspeicheldriise ist daher besonders geeignet zum 
Studium von Vorgiingen, die sich auch ber der Selbstverdauung 
der tibrigen) Korperorgane bald) mehr, bald) weniger aus- 
vesprochen wiederholen miissen: und die aus der Selbstver- 
dauung der Bauchspeicheldriise abgeleiteten Resultate werden 
sich grobenteils ohne weiteres fiir die Autodigestion der aibrigen 
Organe verwerten lassen, 

Von diesen Gesichtspunkten  geleitet, haben wir ven 
neuem das Studium krystallinischen Endprodukte, die bei 
der Pankreasselbstverdauung entstehen. aufgenommen. Wir 
daber schnell auf einen WKorper gestoben, der bisher aus 

inkreatischen Verdauungsfliissigkeiten nicht isolrert worden 
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ist, nitmlich auf das Cholin. bei seiner [solierung gingen wir 
wie folet vor: 
Darstellung des Cholins. 

Vollkommen. frische. eben dem Tiere enthommene Bauch- 
spercheldriisen wurden schnell und moglichst vollkommen von 
anhattenden Fett ete. befreit, in der Fleischmaschine zerkleinert 
und sofort Chloroformwasser!) aufgeschwemmt. Es wurden 
aut Gewiehtsten Driise annithernd 2) Gewichtsteile Wasser 
genommen, Das Ganze wurde in Flaschen gefiillt, em grober 
Uberschub von Chloroform zugegeben und die wohlgeschlossenen 
Klaschen in emen auf 37° C. eingestellten) Brutschrank  ge- 
bracht. Die Verdauunesfliissigkeiten wurden von Zeit zu Zeit 
umgeschiittell und polarisiert. Sobald die Drehung?) konstant 
eeworden war, wurde der Versuch abgebrochen. Die Ver- 
dauunestlissigkeit wurde nunmehr vom Unegelésten abftiltriert, 
Das Filtrat, das allen) Fiillen) schwach sauer reagierte, °) 
wurde aufeekocht und auf freier Flamme eingeenet. Von dem 
ausgveschiedenen Fett, Tvrosin ete. wurde abgesaugt, das neue 
Riltrat mit) Barytwasser ausgefallt. Die in reichlicher Menge 
Phosphate wurden ebenfalls durch Filtration be- 
seitigt, in die filtrierte Fliissigkeit Kohlensiiure eingeleitet, vom 
abgeschiedenen kohlensauren) Baryt abgenutscht und das so 
erhaltene Filtrat eingeengt, bis Leucin auszukrystallisieren begann, 
Nunmehr wurde Wasser zugegeben, bis sich das Leucin wieder 
eelost hatte. Die Fliissigkeit wurde darauf mit Salpetersiure 
schwach anegesiiuert und mit) konzentrierter Silbernitrath6sune 
Wir wollen diese Fillune die die Alloxurbasen 
enthalten als Fraktion der Alloxurbasen bezeichnen. 

Fraktion der Alloxurbasen. 

Filling To owurde abgesaugt und fiir spiitere Ver- 

arbeitune zuniichst beiseite gestellt. Das Filtrat von Fallune | 


Salkowski. Deutsche med. Wochenschrift L888, Nr. 16. 
Siehe Girber (Festschr. der phys. med. Ges. Wiirzburg [si 
Wir verwetsen) besonders auf die Arbeit Giirbers., weil ino thr all 
Moghehkeiten erdrtert werden, die die Drehung der 
keiten beernflussen konnen. 
Wir haben die niemals mit) Natriuin- 


carbonat alkalisiert 


j 
4 
4 
.* 


Die Endprodukte der Pankreas- und Hefeselbstverdauung. 161 


wurde mit Silbernitrati6sune versetzt. bis eine Probe in ge- 
sittigter Barvtlosung neben weiben Silberverbindungen gleich- 
zeitig braunes Silberoxyvd fallen Heb. Darauf wurde der gesamten 
liissigkeit so lange Barvtwasser zugegeben, als Probe mit 
Siberlosung deuthichen Niederschlag leferte, 
Die auf diese Weise erzeugte Fiillune wollen wir als Histidin- 
fraktion bezerchnen, da sie das Histidin enthalten mut. 
H. Histidinfraktion. 

Die Fiillung wurde abgesaugt. Wir werden sie spiiter 
nich dem von WKutseher und Seemann?) ausgearbeiteten 
Verfahren auftellen. Das Filtrat von Fiddune wurde mit 
Barve in der Wille gesiittiet. Die dadurch erzielte: reiehtiehe 
wollen wir die Areininfraktion nennen. 

Hl. Areininfraktion. 

Fillune enthitlt, wie zahlreiche Versucehe demo einen 
vou uns vezelet haben. in der Tat nichts weiter als) Arginin. 
Das von Fiillung erhaltene Filtvrat wurde zur weiteren Ver- 
arbeitune in der Walte mit Schwefelsdure und Salzsiiure stark 
Das ausgeschiedene Chlorsilber und Barvumsutfat 
durch Filtration entfernt und das klare Filtrat) mit) Phosphor- 
wolframsiure bis eine Probe auf erneuten Zusatz 
des Fallunesmittels mitht mehr momentan, sondern nach 
einiver Zeit emmen Niederschlag abschied. Diese neue Fillung TV 
wollen wir als Lysinfraktion bezeichnen., 

IW. Lysinfraktion. 

Kiillune IV wurde abgesauet, sorefiltig mit 5° olger 
Sclavefelsiiure ausgewaschen und mit Baryt: zersetzt. Von den 
wnloslichen Barvtverbindungen wurde abgesangt, das Fillrat mit 
hollensiiture vom iiberschiissigen hefreit, diinnen 
cingeenet und aus demselben nach den Angaben Kossels 
dus Lysin mit alkoholischer PikrinsiiurelOsung abgeschieden. 
Nach 2% Stunden wurde das ausvefallene Pikrat) abgesauet 
Wid mit absolutem Alkohol mehrmals ausgekocht. Das Filtrat 
wurde mit dem Alkohol. der zum Auskochen des Pikrates gedient 
hatte, vereiniet. Auf dem Wasserbade wurde der Alkohol ver- 

') Diese Zeitschrift. Bd. S. 452 

Diese Zeitschrift. Bd. S. 56s 
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jagt. Es hinterblieb ein ziiher Sirup. Derselbe wurde mit 
warmem Wasser aufgenommen, mit Salzsiiure im Uberschuf 
versetzt. Danach schieden sich geringe Mengen  schmieriger 
Massen ab. Von denselben wurde abgegossen und die Fliissig- 
keit durch Ather von Pikrinsiiure vollig befreit. Darauf wurde 
~ie auf dem Wasserbade zum Sirup eingeengt, derselbe wurde 
mit Wasser aufgenommen, mit guter Tierkohle entfarbt) und 
die erhaltene Fliissigkeit von neuem bis zum Sirup abgedamptt. 
Nunmehr wurde er absolutem Alkohol aufgenommen. Die 
wkoholische Losung versetzten) wir mit) alkoholischer Queck- 
im Uberschuf. Es entstand sofort ein reich- 
licher krystallinischer Niederschlag. Nach 2% Stunden wurde 
derselbe abgesaugt, mit Alkohol gewaschen, in heibem Wasser 
velost und mit Schwefelwasserstoff zerleet. Das Filtrat) yom 
Schwefelquecksilber gab nach dem Einengen eimen in Alkohol 
leicht JOslichen Sirup. Zur weiteren Verarbeitung wurde die 
wlkoholische Losung des Sirups alkoholischer Platinchlorid- 
losung versetzt. Es fiel sogleich ein Platinat aus. das in Alkoho! 
unlostich, in Wasser sehr leicht l6slich war. Es wurde schlieflich 
aus heibem wiisserigen Alkohol umkrvstallisiert, bei 120° 
zur Gewichtskonstanz gebracht und analysiert. Die Analyse 
zelgte, dab wir Cholinplatinat m1 Hiinden hatten. AuBer dem 
Cholin steckte der keine andere Base. 

Wir haben den Versuch viermal mit) gleichem Ertole 
wiederholt. 

Beim ersten Versuch benutzten wir Schweinepankreas, 
Das Gewicht der verarbeiteten Bauchspeicheldriisen ist nicht 
festgestelll worden. Wir erlielten daraus 1,67 ¢ Cholinplatinat. 

¢ Platinat gaben 0.055 Pt. 

(2809 ¢ Platinat gaben 12.2 eem N. T=16" C. Ba =754 mm. 

Fiir (C,H,,NOCh, + Ptcl, : 
Ber. Pt. = 31,64°o; N= 456%, Gef. Pt. = 31,52°/0; N=—5.05° 

Zum zweiten Versuch dienten Hundepankreas. Thr Gewich! 
ist nicht festgestellt worden. Wir erlielten daraus 1,52 ¢ 
Cholinplatinat. Dasselbe gab bet der Analyse 81,389 Pt. 

Berm dritten Versuch verwandten wir 1700 @ Schweine- 
pankreas. Ste gaben 2.95 Cholinplatinat Pt. = 31,750 


: 


Die Endprodukte der Pankreas- und Hefeselbstverdauung. 163 


Zum vierten Versuch benutzten wir 2600 ¢ Sehweine- 
pankreas. Sie gaben 7,86 g Cholinplatinat. Darin Pt. = 31,72° 0.1) 

Uber die Muttersubstanz, der das Cholin, das wir ge- 
funden haben, entstammt, kann kein Zweifel bestehen. Wir 
haben sie im Lecithin zu suchen, welches ja als stiindiger Be- 
~tandteil lebenskriftiger Zellen auch in) den frischen Bauech- 
<peicheldriisen enthalten und hier unter der Kinwirkung der 
pankreatischen Enzyme gespalten sein mub. Wir miissen aller- 
dings die Frage noch offen lassen, welches der Enzyme die 
Spaltung besorgt hat. Merkwiirdigerweise liegt tiber das Ver- 
halten des Lecithins, dieses wichtigen Zellbestandteiles, gegen 
Verdauungsenzyme nur eine Arbeit, von Bokay?), vor, deren 
Wert beschrankt ist, weil bokay bei seinen Versuchen die Fiiul- 
nis micht ausgeschlossen hat. Wir lassen die hier interessie- 
renden Angaben Bokavs wortlich folgen, Bokay sagt: 

Das Lecithin wird durch das Pepsin nicht schnell an- 
cesriffen, ebenso wie das Nuclein: kinger in der sauren Fliissig- 
keit gehalten, sah ich Zersetzung eimtreten, dies ist aber offen- 
bar der Wirkung der Magensiiure zuzuschretben. Siduren zer- 
<etzen bekanntlich das Lecithin. Das Verhiiltnis des eben ge- 
nannten Stoffes gegen Trypsin ist von dem des Nucleins ver- 
~chieden, aber nur allméhlich sieht man Spaltung der Substanz 
eintreten. wenn sie S—10 Stunden lang im Briitofen gelassen 
wird: Fiiulnis ist also nicht ausgeschlossen, Naeh diesen 
negativen Resultaten lag es am miichsten, das Fette zerlegende 
Ferment der Bauchspeicheldriise in’ den Kreis) der Unter- 
suchungen zu ziehen, da das Lecithin, nach seiner chemischen 
Konstitution betrachtet, den Fetten sehr nahe steht und mog- 
licherweise eine Stufe zur Bildung der letzteren sem kann, 
wie Hoppe-Sevler bemerkt. 


Unter der Voraussetzung., diesem wohlgelungenen Ver- 

ihe das gesamte Lecithin zerlegt worden aust. witrde sieh aus dem 

uns gefundenen Cholin fiir das lebendtrische Sehwemepankreas ein 

nvehalf von berechnen. Das Lecithin ist daber als Distearyl- 
angenommen. 
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In der Losung dieses Fette zerlegenden Fermentes zer- 
setzt sich das Lecithin in’ kiirzester Zeit. Die Untersuchung 
der Fliissigkeit geschah folgendermaben: der Verdauungsproze!) 
wurde durch Zufiigen) von verdiinntem Alkohol aufgehoben, 
das ganze ber 60° C. verdampft, der Rtickstand mit) Alkohol, 
dann mit Ather und endlich mit Wasser ausgezogen. Alkohol 
und Ather Jésten das Lecithin, withrend das Wasser das 
vlycerinphosphorsaure Salz aufnimmt: bemerken ist. dat) 
zur Verdauungsiliissigkeit immer eine gewisse Quantitiit kohlen- 
sauren Kalkes hinzugefiigt wurde, um die freiwerdende Glycerin- 
phosphorsiiure zu binden. Das Resultat, welches ich nach 
dieser Behandlung erhielt, war, dali der Alkohol- sowie der 
Atherauszug entweder keine, oder nur sehr geringe Phosphor- 
siiuremengen enthielten. withrend der Wasserauszug immer 
reich an Phosphorsiiure gefunden wurde, was jedenfalls von 
der Anwesenheit des glycerinphosphorsauren Salzes herrihrte. 

Aus dem Angefiihrten konnen wir den sicheren Schilul 
zichen, dali das Lecithin durch das Fettferment des Pankreas 
verdaut, besser gesagt, gespalten wird, und zwar in Glycerin- 
phosphorsiiure, Neurim und fette Siuren>. 

Auber diesen knappen Angaben gibt es, wie bereits 
gesagt, unseres Wissens keine anderen, die das Verhalten 
des Lecithins gegen die verschiedenen Verdauungsfliissig- 
keiten erértern. Wir haben daher das Verhalten des Lecithins 
gegen Magen-, Pankreas- und Darmsaft einer erneuten Unter- 
suchung unterzogen, iiber die wir demniiehst zu berichten 
gedenken, 

Die gleichen Methoden, welche wir zur Untersuchung 
der pankreatischen Verdauungstliissigkeit benutzt haben, werden 
wir anwenden, um die krystallinischen Verdauungsprodukte 
der der Autodigestion tiberlassenen Hefe weiter aufzuteilen. 

Die Arbeit wurde mit Mitteln ausgetiihrt, die dem = einen 
von uns (Kutscher) aus der Stiftung der Griitfin Bose gewiihrt 


worden sind. 
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Zur Methodik der Bestimmung des Ammoniaks im Harne. 
Von 
M. Kriiger und O. Reich. 


Mit einer Abbildung. 


(Der Redaktion zugegangen am 1, Juli 1903 


Die Miingel der in den klinischen Laboratorien zur Be- 
stimmung des Ammoniaks im Harne iiblichen Schlosingschen 
Methode bestehen zuniichst in dem langsamen Verdunsten und 
der langwierigen Absorption des Ammoniaks, welche mindestens 
zwei volle Tage in Anspruch nehmen. Nach anderen soll man 
jeden Versuch 3—4 Tage gehen lassen, und bei eiweibhaltigen 
oder konzentrierten Harnen muf man sogar 5—8 Tage auf das 
vollige Entweichen des Ammoniaks aus dem Harne warten. 

Aus den schwankenden Angaben iiber die Dauer des 
Versuchs ergibt sich der weitere Ubelstand, dal fiir die 
beendigung der Reaktion kein einfaches Priifungsmittel vor- 
handen ist. 

Beide Méngel der Schlosinegschen Methode  beseitigt 
Wurster?) in einfacher Weise durch Destillation des Ammoniiks 
im Vacuum, zu welcher Operation etwa 25 Minuten erforderlich 
sind. Wenn die Wurstersche Methode trotzdem keine all- 
gemeine Anwendung gefunden hat, so ist der Grund darin zu 
suchen, dab infolge des heftigen Schiiumens von im Vacuum 
siedendem Harn ein so komplizierter Apparat vorgeschrieben 
ist, daB auch im chemischen Arbeiten Geiibtere vor dem Ge- 
brauch desselben zurtickschrecken. Nenecki und Zaleski?) 
haben den Wursterschen Apparat modiliziert, ohne ihn zu 
vereinfachen, und keben dadurch, dal sie die Destillation 
» Stunden unterhalten, den einen Vorzug der Wursterschen 
Methode, den der Kiirze der Versuchsdauer, wieder auf. 


Zentralblatt f. Physiolog.. S. 485. 1887. 
Arch. f. experim. Path. u. Phermakol.. Bd. 36, 5. 385. 
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An ein klinisches Verfahren zur Bestimmung des Ammoniaks 
im Harne sind demnach zwei Anforderungen zu stellen: 

1. das Erfordernis einer kurzen Versuchsdauer und 

2. das eines einfachen Apparates. 

Um die erste Forderung zu erfiillen, mu das Destillieren 
im Vacuum beibehalten werden. Die zweite fallt zusammen 
mit der Verhinderung des Schiumens des im Vacuum siedenden 
Harnes. 

Auf letzteren Punkt lenkten wir zundchst unser Augenmerk. 
Wurster gibt an, dab Paraffindl und Toluol das listige Schiitumen 
verhindern sollen. Da er aber bei Beschreibung seiner Methode 
diese Korper nicht erwahnt, so darf man annehmen, dab. sie 
nicht tm gewiinschten Mabe Erfole hatten. oder durch Ein- 
fiihmune anderer Nachteile die Methode verschlechterten. 

Von Oligen Kérpern erwies sich uns das Olivendl als ein 
sehr wirksames Verhinderungsmittel des Schitumens.  Doch 
wurde von Anwendung dieses und iihnlicher Mittel Abstand 
genommen, weil sie durch Bildung einer dligen Schicht auf der 
wiisserigen Fliissigkeit) das Sieden) verzoégern und Anlab zu 
stoiweisem, ungleichmiibigem Sieden geben. Zusatz von festen 
Korpern erreichte niemals den beabsichtigten Zweck dem 
gewtinschten Mabe. Die Anwendung von Magnesia usta oder 
Meerschaumpulver nach Sehwarz?!) ist) daher nicht em- 
piehlenswert, 

Kin weileres Suchen nach passenden Mitteln wurde uns 
erspart, als in dem Alkohol ein vorziigliches Mittel gefunden 
wurde, welches den gewitinschten) Anforderungen in vollem 
Mate entsprach und auberdem den weitern Vorteil gewiihren 
mubte. welcher in der Herabsetzung der Siedetemperatur besteht, 
lnfolge der Anwendung dieses Mittels konnte der Destillations- 
apparat so vereinfacht werden, dab der Anwendung der 
Vacuumdestillationsmethode nichts mehr im Wege stand. 

ber Priifung des neuen. weiter unten zu beschreibenden 
Apparates wurden Beobachtungen gemacht, welche notigten, 
die Wirksamkeit) der Alkalisieren des Harns benutzten 
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Mittel einer Nachpriifung zu unterziehen. Nach Wurster soll 
es gleichgiiltig sein, ob man Magnesia usta, Kalkmileh oder 
Barvthydrat dazu benutat. Auch Schwarz verwendet Magnesia 
usta und Kalkmilch. Wir gebrauchten in der ersten Zeit: aus- 
schlieblich Magnesia usta, einmal weil es ein fester pulveriger 
Kérper ist und man nicht wie bei Kalkmilch mit dem in Wasser 
verteilten Mittel den Harn verdiinnt, und zweitens, weil bet 
der geringen Loslichkeit der Magnesia usta in Wasser ein 
starkes Alkalischwerden des Harns und dadurch bedingte Zer- 
setzung desselben ausgeschlossen erschien. 

Tatsiichlich haben auch die ersten unter Anwendung von 
Magnesia usta bei einer Temperatur der Heiztliissigkeit von 350° 
ausgefiihrten Destillationen, welche einen Zeitraum von je 
4 Stunden beanspruchten, gut tibereinstimmende Resultate an 
den Harnen verschiedenster Art gegeben, wie die folgende 
Tabelle zeigt. Die Zahlen bedeuten die Anzahl von Cubik- 
centimetern ! 10 N.-Salzsiiure. welche zur Neutralisation des aus 
25 ecm Harn tibergehenden Ammoniaks erforderlich waren. 


Tabelle: 
Harn cem ccm Harn com com 
i : 8,92 3,82 1.85 
2 9.20 ri 3.13 
3 4,78 + 341 
1,44 1.71 2 sv) 


Bei Wiederaufnahme der Versuche, welche Kingere Zeit 
unterbrochen werden mubten, wurden plotzlich weit differierende 
Zahlen erhalten. Eine Erkliirung war nur darin zu suchen, 
dafii mit dem stark schwankenden Wasserdrucke auch die fiir 
die Destillation erforderliche Zeit wechselte und somit die 
tatsachlich vorhandene zersetzende Wirkung der Magnesia usta 
aut Harnstoff eventuell andere Korper zum = Ausdruck kam. 


Priifung der alkalischen Mittel. 
Von den zum Alkalisieren des Harnes dienenden Mittetn 
Wurden auber den bisher gebriiuchlichen, Magnesia usta. Kalk- 
und Barvthydrat. noch Baryvum- und Calciumearbonat in 
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den Bereich der Untersuchung gezogen. Die beiden letztern 
machen bekanntlich beim Sieden unter gewOhnlichem Drucke 
leicht) Ammoniak aus Ammonsalzen frei. Ob dasselbe aber 
beim Sieden im Vacuum in hinreichend schneller Weise statt- 
findet. bedurfte der Priifung. 

Zum Versuche wurde eine Salmiakldsung von soleher Konzen- 
tration angewandt, zur Bindung des aus 10 cem derselben frei- 
vemachien Ammoniaks 14.6 ccm N.-Siéiure erforderlich waren. Wurden 
nun PO com dieser mit 15a cem Wasser verdiinnten Salmiakl6sung unter 
Zusaty von Alkohol und fg Barvumearbonat 20 Minuten lang ber einer 
Temperatur des Wasserbades von 43° destilliert, so ging nur so viel 
als zur Bindung von 2.67 cem N.-Siiure notig war. 

Ber Anwendang von Caletumearbonat statt Barvumearbonat wurden 
unfer sonst gletchen Bedingungen 2.85 cem ',, N.-Sfiure verbraucht. 

Unter Benutzung von Barvumearbonat oder Calciumcarbonat 
ais Alkalisierungsmittel geht nur etwa ts des Ammoniaks in 
derselben Zeit tiber, in der sonst bet Gebrauch der andern 
erwihnten Mittel, wie durch Kontrollversuche festgestellt wurde, 
lingst alles Ammoniak tibergetrieben war. Mithin sind Caleium- 
und Barvumearbonat nicht verwendbar: sie zeigen sich zu 
wenlg kritttie. 

Ber den tbrigen Korpern, Magnesia usta, Kalkmilch und 
Barythydrat, besteht natiirlich diese Gefahr nicht, wohl aber 
die andere, dab sie als zu kriiftige Agentien nicht nur das 
priformierte Ammoniak iibertreiben, sondern auch aus andern 
stickstoffhaltigen) Korpern Harns Ammoniak durch Zer- 
setzung desselben bilden. 

Was die Magnesia usta anbetrifft, so wirkt dieselbe auf Harn- 
stoff wenlgstens nicht zersetzend ein, was schon des 6ftern fest- 
gestellt ist und auch durch folgende Versuche bekriiftigt wird. 

Je 25 cem emer 2° oigen HarnstofflGsung werden unter Zusatz 
von to cem Alkohol und Magnesia usta im Vacuum bis zur Troekne 
destilliert. Die) Temperatur des Aufenbades schwankte von 
Verbraucht wurden 


hey 35° 0.02 ccm yo N.-Saéure 
(07 
O07 


Wohl aber erregte der schlechte Ausfall einzelner Harn- 
analysen (siehe oben} den Verdacht, dab Magnesia usta auf andere 
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Harnbestandteile eine zersetzende Wirkung unter Ammoniakbil- 
dung ausiiben miisse. Um diese Zersetzung schirfer zum Ausdruck 
zu bringen, wurde die Temperatur des Heizbades auf 43° 
erhOht, wihrend sie friiher (s. Tabelle nur 35° betragen 
hatte. Auch bei dieser erhohten Temperatur fielen die Resultate 
yuniichst tibereinstimmend aus, dann aber ergaben= sich bei 
einem weitern normalen Harne stark differierende Zahlen: 4,85: 
und 6.5 eem '10 N.-Siture. Der Destillationsriiekstand 
yon Versuch 3 (6.5 cem) wurde noch zweimal mit) 20 cem 
Wasser destilliert. Im ersten Falle wurden 1.2 cem, im zweiten 
1.1 cem N.-Siiure verbraucht. Aus der Ubereinstimmung der 
beiden Zahlen 1,1 und 1,2. ergibt. sich, dali diese Mengen 
Siiure zweifellos nicht) mehr zur bindung priiformierten 
Ammoniaks erforderlich waren, sondern sie weisen auf eine 
durch Magnesia usta bewirkte gleichmiihig verlaufende Zer- 
setzung stickstoffhaltiger Korper des Harns hin. An anderen 
Harnen wurde dieselbe Beobaechtung gemacht. Von einer 
weiteren Verwendung der Magnesia usta mubte daher Abstand 
senommen werden. 

In derselben Weise wie bei Magnesia usta wurden die 
Versuche mit Kalkmilch und Barvthydrat ausgefiilirt, selbst- 
verstindlich an solchen Harnen, ber welchen mit Magnesia usta 
unbrauchbare Resultate erzielt waren. 

Z7weimal je 20 cem des Harnes wurden mit 10 cem Kalkmileh 
and 16 cem Alkohol bet 43% im Vacuum destilliert. Verbraucht wurden 
hos und 6.60 cem !,, N.-Siiure. Der eine Destillationsriickstand wurde 
dann noch zweimal nach dem Verdiinnen mit je LO cem Kaltkmileh und 
cem Wasser bis zur Trockne destillert. Es wurden verbraucht: 
O15 und O04 cem N.-Siiure. 

ber einem anderen Harne derselben Versuchsperson wurden in 
4+ Bestimmungen fir Ammoniak gefunden: 12.51: 12.26 und 12.26 cem 

N.-Siiure. Beim  nochmatligen Destillieren des Riiekstandes vor 
eizten Versuche wurden 0.02 cem N.-Séure verbraucht. 

[ie Versuche mit Barvtwasser wurden derselben Weise aus- 
und deren Resuliate durch Bestimmungen mit Hilfe von Kalk- 

lely kontrolliert,. 


Harn Kalkmileh barviwasset 
I 12.61 und 12.45 cem 12.49 cem 


14.41 14.59 L¢.28 und 14.26 cem 


O72 und O76 erm 
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Der Destillationsruickstand des ersten Barytversuches, bei welchem 
12.49 cer erhalten sind, wurde noch einmal nach Zusatz von 10 cem 
Barvtwasser und 15 cem Wasser destilliert. Verbraucht wurden 0.04 cem 
N.-Séure. 

Kalkmilch und Barytwasser demnach  tiberein- 
stimmende Resultate: eine Zersetzung stickstoffhaltiger Bestand- 
teile des Harnes findet bei ihrer Anwendung nicht statt. 


Beschreibung des Apparates. 

Der von uns bet den Ammoniakbestimmungen verwendete 
Apparat besteht aus Destillationskolben und Vorlage. Letztere 
ist verbunden mit) einem Manometer, dieses mit der Wasser- 
strahlpumpe. Der Destillationskolben K, em Literrundkolben 
aus Jenaer Glas, ist mit einem doppelt durchbohrten Kautschuk- 
stopfen versehen. Durch die eine Bohrung geht) eine nach 
unten verengerte, rechtwinkelige Rohre a, welche am wuberen 
Ende mit eimem dickwandigen Kautschukschlauch und Klemme 


M 
a 
q ds, b | 
K \ S | | 
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versehen ist. Die andere Bohrung pnimmt die zur Vorlage A 
fiihrende Uberleitungsrohre bo oauf. Als Vorlage wurde nacl 
dem Vorgange von Wurster eine Péligotsche Rohre, mur in 
bedeutend kKleineven Dimensionen gewiihlt. Die Hohe derselben 
betriet 24.5 em, der Inhalt der drei Kugeln mibt 3400 ¢em. 
Der erste Sehenkel ist) durch einen Kautschukstopfen  ver- 
schlossen, durch dessen Bohrung die Uberleitungsréhre b geht. 
Der zweite Schenkel ist ebenfalls mit) einem WKautschukstopte: 
versehen, dureh dessen Bohrune ein kugel- oder birnformice! 
Destillieraufsatz ¢ wie er bei den Destillationen nach Kyeldati! 
verwandt wird, geht. Das freie Ende des Aufsatzes ist) dure! 
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einen dickwandigen Gummischlauch, der durch einen Quetsch- 
hahn qe verschlossen werden kann, mit emer Woulfschen 
verbunden, deren) zwei weitere einerseits mit 
einem Manometer, andererseits mit der Wasserstrahlpumpe in 
Verbindung stehen. Die Kugel des Destillationskolbens taucht 
bis zu etwat), in ein Wasserbad Wein, die Péligotsche Rohre 
in ein GefiB. welches withrend des Versuches mit) Eiswasser 
wird. 
Austfithrung des Versuches. 

Die Ammoniakbestimmung mit Hilfe) des beschriebenen 
Apparates wird in der Weise ausgefiihrt, dab zunichst die 
Pélivotsche mit Normalsalzsiiure angefiillt wird. 
Bei allen untersuchten, normalen und pathologischen, Harnen 
war eine Menge von 25 cem 'i10 Normatsalzsiiure auf 25 com 
Harn ausreichend. Als Indikator setzt man der titrierten Siiure 
eleichzeitig eimige Tropfen einer einprozentigen alkoholischen 
Losune von Rosolsiture hinzu.  Alsdann fiillt man den 
Destilationskolben 25 cem des zu untersuchenden Harnes und 
10 cem WKalkmileh und 15 com Y6prozentigen Alkohols 
hinzu. Der Kolben wird sofort mit dem zugehorigen Stopfen 
verschlossen, indem man datiir soret, dab die lingere Rohre a 
sich bis auf wenige Millimeter dem Boden niihert. Nach dem 
“7usammensetzen des Apparates werden beide, ber der Rohre a 
und am Destillationsaufsatz befindlichen Quetschhahne qa und 
qe geschlossen und die Wasserstrahlpumpe ino Gang gesetzt. 
Danach wird durch vorsichtiges Offnen des Quetschhahnes 
holben und Vorlage allmihlich evacuiert: gleichzeitig kann 
than mit dem Anheizen des Wasserbades beginnen. Die Tempe- 
ratur des letzteren soll 43° nicht iibersteigen. Vom beginn des 
lebhaften Siedens gerechnet, wurde die Destillation 17 Minuten 
Unter einem Druck von bis 40: mim Quecksilber fortgesetzt. 
Die Wassertropfen, welche sich nach Verjagung des Alkohols 
vin Wolbenhalse festsetzen und die movlcherwetse Ammoniak 
cnthalten, werden durch Umwickeln des Kolbenhalses mit einem 
in heibes Wasser getauchten Tuche beseitigt. Dann Hibt man 
SchluB durch die Rohre a unter Offnen des Quetsch- 
halines 10 cem Alkohol zuflieben, welcher den Kolbeninhalt 
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wieder in lebhattes Sieden bringt und die in der Uberleitungs- 
rohre b  befindichen Wassertropfen hinwegspiilt. Nach Be- 
endigune der Destillation schheft man zuniehst den Quetsch- 
sperrt die Wasserleitung ab und labt durch die a 
Luft in den Kolben und die Vorlage eintreten. Danach spiilt 
man den Inhalt der Péligotschen RoOhre ein Becherglas und 
titriert mit 410 Normalnatronlauge zuriick, Der Farbenwechse! 
der Rosolsiiure beim Ubergang von Sauer za Alkalisch und um- 
vekehrt ist. offenbar infolge der Anwesenheit von Alkohol. 
Sehr schart, 

Die Anzahl der zur Neutralisation des Ammoniaks yver- 
brauchten Cabikceentimeter Normalsiure, multipliziert mit 
1.7. gibt die Menge von Ammoniak in Milligrammen an, welche 
25 com resp. der angewandten Menge Harn enthalten ist. 
Multipiikation mit t,% statt 1,7 gibt die Menge von Ammoniak- 
=tickstoff Milllgrammen an, 

Das Schiitumen wird, wie schon vorher erwithnt, durch 
Z7usiatz des Alkohols zundachst vollstiindig verhindert. Die Fliissig- 
kert siedet, so lange noch Alkohol vorhanden ist. vollstiindig 
aleichmabig, und nar zum Schlub tritt ein geringes Schiiumen 
eins jedoch zerplatzen die Blasen, sobald sie den oberen Rand 
der Kugel berithren: ein’ Ubertreten derselben die Uber- 
leitungsrohre ist memals beobachtet worden. Ein Zusatz von 
wenlgen Cubikeentimetern Alkohol wiirde auBberdem das Sehiu- 
men wieder vollstindig beseitigen. Nach dem Einengen der 
Kliissigkeit auf wenige Cubikcentimeter tritt. durch den Nieder- 
veranlabt, em Stoben ein, welches in seltenen Fallen 
ceringe Mengen der Fliissigkeit in die Uberleitungsrohre hintiber- 
wo ste dann durch die nachfolgenden Dimpfe in die 
Vorlage iibergerissen wurden.  Diesem Ubelstande wiire in 
leichter Weise durch Anwendung eines Destillationsaufsatze= 
an Stelle der U-fGrmigen Uberleitungsrdhre abzuhelfen. Er wird 
edoch in viel einfacherer Weise dadurch beseitigt, man 
an die Uberleitungsréhre einen in der Mitte mit) seitlicher 
Offnung versehenen Schlauch aus Gummi von ca. cm Liinge 
anbringt.  Sollte hier durch Stoben der Fliissigkeit) ein Teil in 


die untere Offnung hineingeworfen werden, so ist) ein Uber- 
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reijen derselben in die Vorlage unmoglich, weil ja die Dimpfe 
jurch die seitliche Offnung ungehindert entweichen kénnen. 

Mit Hilfe) der eben beschriebenen Methode wurden die 
‘igenden Zahlen ber normalen und pathologischen Harnen aller 
Art erhalten. Von jedem Harn wurden 25 cem genommen 
aid jedesmal zwei Analysen ausgeftihrt, deren Resultate der 
und senkrechten Kolumne, in Cubikcentimetern Normatl- 
Siure ausgedriickt, sich befinden. In der 5. Kolumne sind die 
Diverenzen zwischen den beiden Versuchen, gleichfalls in Cubik- 
contimetern 1/10 Normalsiure, angegeben, wahrend die zweite 
Peihe die Art des Harnes anzeigt. 


Tabelle Il. 


Nummer Harn cem Differenz 
Diabetes mell, S79 O13 
Diabetes mell. H.40) OCD 
Normal 679 6,92 O13 
Normal 8.150 O07 
7 Diabetes mell. #83 O10 
Nephritis 11s) 61,15) 
Icterus 9,244 9.28 O04 
12) Cystitis O58 O38 0.00 
Typhus 2.15 2,13 0,02 
Gelenkrheumatismus 2.0} O04 
Scharlach 6.28 6,23 
Phthise (ohne Bieber) 7.47 7.62 O15 
17 Pheumonie 21.64 21a8 0,06 
IY Ascites 15.96 O07 
20 Leukiimie 1.07 1.92 O05 
Normal 4.360 4528 0.08 
22 Taubes 2.03 192 O11 
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Nummer Harn cem cem Differenz 
24 Typhus 2,22 0,09 
25 Normal 899 8.87 O12 
206 Tabes D08 
27 Diabetes mel!. 14.65 14.70 0.07 
2% Diabetes mell. 0.09 
29 Diabetes insip. O71 O76 0,05 


Die hochste Differenz zwischen den einzelnen Versuchen 
betragh O15 com Normalsiiure,  entsprechend 0.25) me 
Ammoniak: die mittlere, bei 29 Harnen erhaltene Differenz isi 
aber nur O.06% com Normalsiiure = O44 me Ammoniik. 


Bestimmung des Ammoniaks tn eiweibhaltigen 
Harnen, 

Wie Versuch 9 beweist. ber dem die Zahlen 1.45 und 
1.15 cem erhalten wurden, [ibt sich das beschriebene Verfahres 
zur Bestimmung des Ammoniaks auch auf eiweibhaltige Harne 
anwenden. Doch tritt hier, wie zu erwarten war. nach Ver- 
jagung des Alkohols ein weit lebhafteres Schiumen ein. als in 
den sonstigen Fallen beobachtet wurde. Dasselbe zwii 
durch mehrmaligen Zusatz geringer Mengen Alkohols gehen! 
und somit die Destillation zu Ende getiihrt werden. Da jedoct: 
ber weiteren Versuchen die Differenzen zwischen den Kontre!!- 
analysen die obigen Zahlen iibertrafen, wenn auch nicht in dem 
Mabe, dali die Analysen unbrauchbar erscheinen (erhalten wurde 
1. 7.45 und 7,63, 2. 4.98 und 4.78). so wurde doch eine Ent- 
eiweibung des Harnes vorgezogen, zamal nach den Angaben 
fritherer Autoren eine Zersetzung von Eiweibkorpern dure: 
Kalkmilch stattlinden soll. 

Enteiweibung des Harnes emptielnt Huppert?) di 
Methode von Salkowski.?) Nach dieser wird eiweil- 
haltige Harn 100 com mit 20 gepulvertem Wochsaz 
und darauf mit’ dem doppelten Volumen einer) Mischung 
7 Volumen vesiithgter Kochsalziésung und Volumen 50° oie 


Huppert, s. Neubauer und Vogel, Analyse des Hal 
2. Aufl. S. 743. 


2) Salkowski. ibid. S 
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versetzt, wiederholt stark geschiittelt’ und nach 
i520 Minuten abfiltriert’t. Die Methode hat den Nachteil, 
dal) der auf Ammoniak zu untersuchende Harn aufs dreifache 
Volumen verdiinnt wird. Danach miibten za der Ammoniak- 
bestimmung 75 cem des Filtrats verwendet werden. wodurch 
die Destillation betrachtlich verlingert wirde. Ferner sich 
dep durch Kochsalz und Essigsiture in der Kilte erhaltene Ei- 
veibniederschlag nur langsam abtiltrieren. -Beide  Nachteile 
sieh durch Ausfithrung der Enteiweibung nach Es bach 
vermeiden, wenn man das Esbachsche Reagens nicht in der 
jblichen Form, also in L6sung, sondern die wirksamen bBe- 
-tandteile desselben (Zitronensiure und Pikrinsiiure; in fester 
Form. aber in den von Esbach angegebenen Mengenverhilt- 
nixsen zugibt. 

Das Verfahren vestaltet) sich demnach so: Man eibt zu 
com Harn @ gepulverter Zitronensiiure und Pikrin- 
schiittelt kurze Zeit um, bis der Niederschlag in Flocken 
sich absetzt. und filfriert sofort durch ein Faltenfilter. Durch 
Zusatz des gewohnlichen Esbacehschen Reagens zu einer 
Kleinen Menge des Filtrats iiberzeugt man sich von der voll- 
-Hindigen Ausfiillung der Eiweibkorper. Die angegebenen Mengen 
von Zitronensiiure und Pikrinsiiure geniigten fiir LOO der 
on uns untersuchten Einweibharne. Ob bet grobem Gehalt an 
die Mengen zu erhohen und der Harn dann doch 
vielleicht auf das Doppelte verdiinnen ist. wird jedem 
Palle leicht zuentscheiden sein. Bei Bestimmung des Ammoniaks 
n dem enteiweibten Filtrate verfihrt man in derselben Weise 
vie ber gewohnlchem Harn, indem oman zur Bindung der 
/itvonen- und Pikrinsiture statt der Kalkmilch 0.5 gepulvertes 
barvthyvdrat hinzutiiet. 


Tabelle 


Kiweibharn: | Cem Com 
1? 
3 
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Uber Ammoniakausscheidung nach Genuf organischer und 
unorganischer Sauren. 

Zur weiteren Priifung der Brauchbarkeit des neuen Ver- 
fahrens wurde ein Stoffwechselversuch an einem Patienten 
ausgefiihrt, der einmal die Ausscheidung des Ammoniaks nach: 
bestimmter gleichmiibiger Nahrung und Einflub von or- 
ganischen und anorganischen Séuren auf Vermehrung des 
Ammoniaks ermitteln soll. Der Versuch ist selbstverstiindlich 
nicht ausgefiihrt worden, um die von anderen Autoren. er- 
haltenen lesultate zu kontrollieren, sondern nur um dieselber 
mit dem modifizierten Wursterschen Verfahren = zu 
bestiitigen. Aus diesem Grunde verzichten wir auf die Wieder- 
gabe der entsprechenden Literatur) mit) Ausnahme yon 
Hallervorden mit Salzsiure angestellten Versuches, um mit 
dessen Resultaten die von uns erhaltenen Resultate zu ver- 
cleichen, 


Tabelle von Hallervorden. !) 


Tag Harnmenge Tgl. Ammoniakausscheidung Salzsiure 
1415 O7OL — 
2 1710 0.914 — 
Lot 0,825 — 
0,956» 
7 +140 1.3358 2.81 
10 1,192 » — 
11 L560 » 0,783 » 


Hiernach bewirkt) die Einnahme von 2.81 g Salzsiiure 
eine starke Vermehrung der absoluten Ammoniakmenge, welche 
nicht nur an den beiden Tagen der Eingabe bemerkbar ist. 
sondern sich noch auf weitere drei Tage erstreckt. Eine 
Berechnung des  Verhiiltnisses des Gesamtstickstoffs zur 
Ammoniakstickstoff ist) leider nicht) méglich, da erstere 


')y Hallervorden, cit. nach der Arbeit von Coranda. Are! 
fir exper. Pathol. PSs80. 83. 
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nicht bestimmt wurde. Uberhaupt mul bemerkt werden, dali 
bei simtlichen friheren Versuchen iiber die) Ausscheidungs- 
verhiiltnisse des Ammoniaks das Augenmerk fast ausschlieblich 
den absoluten Mengen an Ammoniak zugewandt und nur 
in untergeordneter Weise auf das prozentische Verhiltnis 
cerichtet ist. Dies geht daraus hervor, dab bei vielen Ver- 
suchen, wie ber den oben erwiihnten Halleryordenschen. 
die Gesamtmenge an Stickstoff tiberhaupt nicht angegeben ist. 
oder. Wo Bestimmungen des Gesamtstickstoffs ausgefiihrt sind, 
sich eine Berechnung der prozentischen Ammoniakmengen nicht 
vortindet. 

Unser Patient, ein US8jihriger Mann, 42 ke schwer, 
der an Dystrophia musculorum leidet. erhielt’ tiiglch folgende 
Nahrung: 60 ¢ Butter, 550 ¢@ Brot und Semmel, 2 Fier & 45 9, 
Pog Fleisch, 11 Kaffee, 1 Flasche Bier. Nachdem der Patient 
mehrere Tage an diese Kost) gewohnt war, wurde der in 
Chloroform aufgefangene Harn tiiglich auf Gesamtstickstot® und 
Ammoniakstickstoff untersucht. —- der folgenden) Tabelle 
~ind zuniichst die ber der Ammoniakbestimmung erhaltenen 
Zahlen besonders aulfgefiihrt, da sie als Ergiinzung zu Tabelle 2 
einen wetteren Beleg ftir den Wert der Methode liefern. 


Tabelle TV. 


| 16.5 16.45 
2 13.93 15.87 
12,61 12.43 
14.39 14.41 0.02 
15.85 19.95 O10 
t) 13,95 13.96 O01 
22.61 22.68 O07 
19.74 19.57 O47 
18.2% 18.18 O11 

10) 16.16 16.10 O05 
11 15.91 15.08 (07 
12 15.76 15.76 O00) 


13 6674 18.77 
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Die niichste Tabelle, welche die Resultate des Stoft{- 
wechselversuches angibt, enthiilt die Harnmenge in Cubik- 
centimetern, Gesamtstickstoff und Ammoniakstickstoff in Gramm, 


endlich den Ammoniakstickstoff in Prozenten des Gesamtstick- 


<toffs angegeben. 


Tabelle VY. 


Tay Harnmenge (resamt- Ammoniak- Verhaltnis Bemerk, 
stickstoff stickstoff 
24,25. V1. 660 S58 O14 6.15 
25./26. VI. 3590 6.698 0,414 65,22 » 
26./27. Vi. Fe 10.230 0.621 
27. 28. VI. 630 Q.630 0.579 6.01 
&9O 11.530 > 0,695 6.03 
24.30, VIL 505 8.480 O41 7,14 
Vil. 7.920 0,572 » dee — 
2.13. Vil. 625 » 7.700 » 1.04 — 
3./4. VIL. O45 7400 » O86 402 - 
VIL. HOD 7,419 » 0.9354 7,29 
6. DOD 7.170 6,52 
VE. a70) 8.03 >» 
Am 5. und 6. Versuchstage erhielt der Patient 3 mal arn 


Tage 


Kopfsalat, der am 5. mit 80 cem, am 6. 


mit 50 com Weinessig versetzt wart am 7. und 8. Versuchs- 


fage er 


3 mal am Tage je 20 com Mixtura acida, tiighic! 


demnach 60> cem, welche nach Angabe der Titration OQ.O78 


frete Salzsiiure enthielten, 
Bor Betrachtung der Resultate fallt vor allem die nate 


Ubereistimmung in den prozentischen Zahlen fiir Ammoniak 


den 
G.1R°/o. O14 


vier 


20 


ersten 


demnach O.15° 0. 
Aus diesem Versuche ergibt sich mit Sicherheit, dal die 


Ausscheidungsgrote 
Gresamistickstolf 


bel 


des 


normalen 


0, 6.22%, 6,07 


Ammoniaks 


eleichbleibender 


rv 
Tagen 


aul, 
Die crdbte Differenz betraz! 


Dieselben 


im Verhiltnis 
Nahrung bei 
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Patienten denselben prozentischen Wert behalt,!) wihrend die 
absolute Ausfuhr von Gesamtstickstoff und in vollig analoger 
\Weise auch die des Ammoniakstickstoffs in erheblichen Grenzen 
-chwanken kann; so wechselte die Ausscheidung an Gesamt- 
stickstoff wiihrend der 4 Normaltage von 6,658 — 10,23 g pro die, 
diejenige des Ammoniakstickstoffs entsprechend von 0,414 bis 
g. 

Wenn auch gegen die Verallgemeinerung eines aus nur 
einem Versuche erhaltenen Resultates Bedenken  erhoben 
werden kOnnen, so darf nicht vergessen werden, dali eine so 
auffaliende, iiber einen Zeitraum von + Tagen sich erstreckende 
GleichmiiBigkeit der Ausscheidungsverhiiltnisse des Ammoniaks 
nicht eine zufiillige sein kann, sondern eine Gesetzmabigkeit 
der Entstehung und Elimination des Ammoniaks zum Ausdruck 
bringen Jedenfalls mub an weitere Versuche tiber Aus- 
scheidung des Ammoniaks die Forderung gestellt werden, dal 
~ie nicht nur die absolute Menge desselben, sondern vor 
alem den relativen Wert in Beziehung zum Gesamtstickstoff 
beachten, 

Die Eingabe von 80 com resp. 50 com Weinessig am 
>. und 6. Versuehstage beeinflubt die relative Ammoniakausfuhr 
i) keiner Weise. Die prozentischen Zahlen des Ammoniaks 
behalten den normalen Wert 6,01 und 6,03°o. Dies Resultat 
steht im Einklang mit den bisherigen Ergebnissen, nach denen 
organische Siiuven nur dann eine Vermehrung des Ammoniaks 
hewirken, falls sie im Organismus nicht zu WKohlensiiure ver- 


brannt werden. 


‘') Wie oben erwiihnt, fehlt die Angabe der prozentischen Ammoniak- 
werfe in den fritheren Arbeiten, bet welchen der Einfluf§ einer bestimmten 
Kost untersucht wurde, doch lassen sich die betreffenden Zahlen in den 
bereehnen, wo Gesaratstickstoff und Ammoniakstickstoff gleichzeitig 

ist. Eine Berechnung derselben aus den Daten einiger Mit- 
inven. z B. denen ven Coranda (Archiv fiir experimentelle Patho- 


fe 


XIE S. 76) und Rumpf (Virchows Archiv 1896, Bd. 145, 

~ zeigt nun. dafi diese Autoren schon zu einem iihnlichen Resultate 
angen konnten, wenn auch ihre an den einzelnen Tagen erhaltenen 

Zeilen nieht die auffallende Ubereinstimmunyg der unserigen zeigen. 


) 


ppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. NXNXIN. I. 
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Dieser Versuch mit Essigsiture bestiitiet in eklatante: 
Weise das oben erhaltene Resultat, nach welchem fiir die 
seurteilung einer Vermehrung oder Verminderung des aus- 
geschiedenen Ammoniaks nicht sowohl die absolute Menge 
desselben als das relative Verhiéltnis zum Gesamtstickstoff 
mabgebend ist, ja dal die alleinige Beachtung der absoluten 
Menge an Ammoniak zu falschen und bisherigen Be- 
obachtungen durchaus widersprechenden Resultaten fiihren kann. 
Denn am 2. Tage des Essigsiiureversuches ist gerade der hichste 
Wert fiir Ammomakstickstoff withrend der ganzen Dauer des 
Versuches erhalten worden, woraus auf eine die Ammoniak- 
ausfihr erhohende Wirkune der Essigsiiure geschlossen werden 
miibte. Nun fallen aber mit der groBten Ammoniakausscheidune 
auch die hochsten Zahlen fir Harnmenge und Gesamtstickstot! 
zusammen: diernach ist) klar, dab die dureh die Essiesiiure- 
eaben bedingte grofere Aufnahme an Wasser eine Ausspiiling 
der Organe bewirkte und so die absoluten Mengen an Ge- 
saumistickstoff und Ammoniakstickstoff erhdhte, ohne ein 
Anderung im normalen relativen Verhiiltnis zu bewirken, 

Der Salzsitureversuch wiirde, wollte man nur die absolute 
Steiverunye des Ammoniaks in Betracht ziehen, ein ganz zweitel- 
haftes Resultat) ergeben. 

Kin Vergleich der prozentischen) Ammoniakzahlen des 
7. und &. Tages (7.1% resp. mit denen der Normatltage 
zeiet jedoch eine deutliche Steigerung von 1° 9 an. Normal 
miiiten mit den Gesamtstickstoffmengen des 7. und Tages. 
welche SOS @ und 6.63 betragen, an Ammoniaksticksto!! 


und O,405 2 


_ 


avusgeschieden sein, an beiden Tagen 
zusammen demnach 0.954 Tatsitchlich sind aber gefunden 0.6 41 
und in Summa Die Differenz 1,131—O0.954 ¢ 

gibt demnach die absolute Zunahme an Ammoniak- 
stickstoff nach Eingabe von 2mal 0.078 @ = O, 156 @ Salz- 
siiure an. Dai zur Neutralisation dieser Menge Salzsiiure nil 
Q.060 Stickstoff Form yon Ammoniak erforderlich sind, 
so hat der Patient allein an den beiden Salzsaureversuchstagen 
das Dreifache an Ammoniakstickstoff mehr ausgeschieden. Be! 
dem Hallervordenschen Versueh dagegen, bei welchem inner- 
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halb zweter Tage 5.62 ¢ Salzsiiure verabreicht wurden, bleiben 
1.222 = 21.8°/o der einverleibten Salzsiiure im Uberschul): sie 
werden nicht durch Ammoniak neutralisiert. Als) Erkliirung 
wird die sehr unwahrscheinliche Vermutung ausgesprochen, dah 
ein Teil der eingefiihrten Salzsiture nicht resorbiert werden. soll. 

In Ubereinstimmung mit Hallervorden findet eine erhohte 
Ausscheidung an Ammoniak noch mehrere Tage nach der letzten 
Kinnahme von Salzsiiure statt. 

Als Resultate der vorliegenden Untersuchung lassen sich 
die folgenden antiihren: 

1. Die Wurstersche Methode, das Ammoniak im Harn 
durch Destillation im Vacuum zu bestimmen, labt sich nach 
Beseitigung des Schaumens durch Zusatz von Alkohol so ver- 
einfachen, dab sie den an eine klinische und gleichzeitig exakte 
Methode zu stellenden Anforderunven ino volikommener Weise 
entspricht, 

2, Zum Freimachen des Ammontaks ist beim Harne die 
Magnesia usta unbrauchbar, da sie eine langsame und eleich- 
mibige Zersetzung stickstoffhaltiger Korper unter Bildung von 
Mmmontiak bewirkt. Dagegen sind Kalkmilch und Barvthydrat 
fiir den genannten Zweck wohl geeignet. 

>. Ber elweibhaltigen Harnen empfiehlt es sich, vor der 
Destillation des Ammoniaks das Eiweii durch Eintragen der 
festen Bestandteile des Esbachschen Reagens zu entfernen. 

Bet Untersuchungen tiber Ammoniakausscherdung ist in 
Zukuntt die Aufmerksamkeit) vor allem auf das relative Ver- 
hiiltmis von Gesamtstickstolf zu Ammoniakstickstoff richten, 
Dasselbe ist nach unserem Versuche bei ein und derselben 
Person unter Innehaltung emer eleichmiébigen Kost kon- 
stuntes. Wenn es erlaubt ist. dies Resultat zu veralleemeinern 
— weltere Versuche miissen daritber Aufschlub geben so 
Wirde sich der wichtige Satz ergeben, dab vom Nahrungseiweil 
sets ein bestimmter Teil des Stiekstoffs in Form von Ammoniak 

isgeschieden wird. 

Hhernach sind die Resultate friherer Autoren, nach denen 
Feischnahrung die absolute Austuhr an Ammoniak  erhoht, 
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Kine ganze Reihe interessanter Fragen!) wird durch das 
obige Resultat angeregt: 

Bleibt zunichst das prozentische Verhiltnis vom Gesamt- 
stickstoff zu) Ammoniakstickstoff unveriindert, wenn die 
Menge des Nahrungseiweibes beliebig steigert oder verringert ? 

Ist es ferner bei allen Personen dasselbe oder, was wahr- 
scheinlicher ist, individuell verschieden ? 

Steht diese Verschiedenheit vielleicht in Abhangigkeit von 
der Salzsitureproduktion des Magens oder, mit anderen Worten, 
kann die Ausscheidung des Ammoniaks als ein MaBstab der 
Salzsiiurebildung im Magen angesehen werden ? 

Wie steht es endlich mit der Ammoniakausscheidung bei 
Anaciden und Hyperaciden ? 


Der experimentelle Teil) vorhegender Arbeit) wurde mit 
Ausnahme einiger Vorversuche waéhrend des Sommersemesters 
1902 in der medizinischen Klinik der Universitiit Breslau aus- 
eefiihrt. 


') Da ich infolge von Krankheit vermutlich auf lange Zeit hin ver- 
hindert bin, phystologisech-chemische Studien zu betretben, so habe ich 
Herr Dr. sehittenhelm veranlaft. die Bearbeitung obiger Themata 


durchzufiihren. M. Kriiger. 


i 


Beitrag zur Kenntnis der in der Cerebrospinalfliissigkeit 
enthaltenen reduzierenden Substanz. 
Von 
Dr. Ottorino Rossi, Assistent. 


(Aus der Klinik fiir Nerven- und Geisteskrankheiten der K. Universitat Pavia. Leitung 
Prof. C. Mondino.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Juli 1903. 


Unter den vielen) Untersuchungen, welche die Lumbal- 
punktion ermdglicht) hat. sind diejenigen besonders wichtig, 
welche sich auf die physikalischen und chemischen Verhiltnisse 
der beziehen. 

Wenn auch die Forscher beziiglich der allgemeinen Merk- 
male und der Hauptbestandteile dieser gar bald 


einig geworden waren, so herrschen doch in betreff einzelner 


besonderer Bestandteile — namentheh beziiglich der darin 
vorkommenden reduzierenden Substanz noch Meimunes- 


verschiedenheiten. 

Ber den ersten von Conquest, Malgaigne, Battersby, 
Schlobberger vorgenommenen Analysen wird diese reduzierende 
Substanz iiberhaupt noch nicht erwiihnt: das Vorhandenseim 
derselben wurde jedoch spiter von Dechamps und Bussy 
bemerkt und schheflich von Bernard, Turner, lHoppe- 
Sevier, Gorup-Besanez, Hulke, Stscherbakoff, Ransom, 
Toison und Lenoble, Halliburton, Hammarsten, Quineke, 
Fede, Cervesato, Cavazzani, Concetti, Pfraundler, 
Navratzki, Campo, Mya, Wollenberg, Panzer, Freuden- 
ial. Achard, Comba, Thompson, Gulewitsch, Zdarek 
bestiitigt, 

Nachdem nun einmal die Gegenwart einer Substanz 
sichergestellt worden, welche die Fiahigkeit besa. die Kupfer- 


in alkalischer Losung zu reduzieren, waren die Unter- 
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suchungen selbstverstiindlich dahin gerichtet, deren Beschaffenheit 
zu ergriinden. Eimige der erwéhnten Autoren sind der Ansicht, 
es handle sich wm Traubenzucker, withrend andere das Vor- 
handensei von Brenzcatechin und noch andere eine. dritte, 
bisher unbekannte Substanz annehmen. 

Wenn wir nun von den iltern Untersuchungen, welche 
nur omit Hilfe der fiir Traubenzucker nicht spezifischen 
Trommerschen, Bottgerschen und Nylandersehen Proben 
anvestelll wurden, sowie auch von einigen neueren eben- 
derselben  Raichtung nicht eimwandfreien, wie jene von 
Fede, Cervesato, Mya, absehen und nur die wichtigsten 
derselben ins Auge fassen, so sehen wir, dab Navratzki mit 
Hilfe der Phenvlhydrazinprobe die Gegenwart von Trauben- 
zucker in der Cerebrospinaltliissigkeit) zuniichst des Kalbes und 
sodann auch der menschlichen bet manchen psychischen 
Krankheitsformen behafteten Patienten nachgewlesen hat, nach- 
dem er die Fliissigkeit) zuvor einer starken Konzentration 
unterzogen hatte. 

Comba bestiitigt auf} Grund von Versuchen, die er an 
Kindern anstellte, welche von verschiedenen Erkrankungen, sei 
es des Nervensystems, sei es anderer Apparate, befallen waren, 
die Annahme, dai die reduzierende Substanz Traubenzucker 
sei: das Gleiche gilt fiir je einen Fall von Panzer und Zdarek. 

Achard will das Vorhandensein derselben auf die Dia- 
betiker allen beschriinkt) wissen, 

Dagegen gelingt es Gavazzani nicht, aus der menschlichen 
Cerebrospinalfliissigkeit die Krystalle) des charakteristischen 
Qsazons zu erhalten: seine Ergebnisse tinden in den Unter- 
suchungen von Thompson, Hill, Halliburton eine Stiitze. 
Cavazzant findet das Osazon selbst der Fltissigkeit des 
Hundes mieht: um aber die Nichttibereinstimmung seiner he- 
sultate mit denjenigen Navratzkis zu erkliiren, spricht er die 
Meimung aus, es enthalte die Fliissigkeit des Kalbes eine minder 
wirksame Cerebrospinose als die des Hundes: letztere. «ie 
wirksamere, oxvdiere den Traubenzucker in dem Mabe, als der- 
selbe gebildet wird, za) Glukuronsiiure. 
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Aus dem bisher Dargelegten) geht nun hervor, die 
Frage als noch immer schwebende zu bezeichnen. ist. 

Mit Riicksieht auf die Bedeutung, welche die Untersuchung 
der Cerebrospinalfliissigkeit fiir die Beurteilung der Krankheiten 
des Zentralnervensystems haben kann, erscheint es mir ange- 
zeigt, hier die Ergebnisse mitzuteilen, die ich bei Gelegenheit 
der am Lebenden ausgeftihrten Lumbalpunktion gewonnen habe 
und die meinem Dafiirhalten nach geeignet sind, einen Beitrag 
zur Losune der Streitfrage zu liefern. 

Um so wichtiger diirfte nun aber deren Losung erscheinen, 
als einzelne Autoren (Hoppe-Sevler) meinen, der Trauben- 
zucker komme in der Cerebrospinattfliissigkeit nur bei Reizungs- 
vorgingen im Bereich des Gehirns und Riickenmarks vor, eine 
Angabe, der von Seiten anderer (Comba), die im Gegenteil 
gerade ein Verschwinden desselben bei Entziindungsprozessen 
annehmen, widersprochen wird. 

Die von mir angewandten Methoden zum Nachweis des 
Traubenzuckers waren: 

a) die Phenylhydrazinprobe, wobei die Bestimmung des 
Schmelzpunktes des hierbet erhaltenen Osazons mit Hilfe des 
Gribeschen Apparates ausgefiihrt wurde 

bh) die Giirungsprobe, wobei stets ein Kontrollversuch mit 
Traubenzuckerl6sung und destiliertem Wasser angestellt wurde. 

Fall. — Lumbalpunktion an einem USjihrigen  Epileptiker, 
wihrend einer Rethe von schweren typischen, motorischen Anfillen 

leichter Pyrexie — Harn zuckerlos. 
Helle, farblose. neutral reagierende. bet Trommerscher Probe 
reduzierende Fliissigkeit. Ohne eine Konzentration derselben zu Hilfe 
nelmen, man zahlreiche Krystalle eines Osazons, die 
iKroskopischen) Merkmale der Traubenzuckerverbindung aufweist und 
ber 2049—205° C. schmilzt. 
Durch Girung wird aus etwa 4 cem Fliissigkeit ungefiihr ' 
hes Gases zum Entweichen gebracht, das, durch Barvtwasser velettet, 
Us CO, erkannt wird. 
H. Fall. — Lumbaipunktion an einem [&jilrigen Epileptiker, der 
I) Tagen kein Krankhetissvinpton gezeigt hat. Harn zuckerlos. 

Flitssigkeit) hell. farblos neutral. reduziert) nach 

i(roininer und Nylander. Mit Hilfe der Phenvlhydrazinprobe wird 
Qsazon erhalten, das alle Merkmale des Phenylglukosazons aufwetst. 


Girungsprobe ergibt das Niimliche wie im vorerwahnten Falle. 
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Hf. Fall. — Lumbalpunktion an einem Epiteptiker. der am Abend 
vorher einen typischen, motorischen Anfall gehabt. Der Harn’ enthil! 
keinen Zucker, 

Helle, farblose Fliissigkeit. Die Géirungs- und Phenylhydrazin- 
proben ergaben das Gleiche wie in den ersten zwei Fallen. 

IV. Fall. — Lumbalpunktion an einem Patienten, welcher vorhe: 
an rechtsseitigen, nun aber giinzlich gestillten ischialgischen Schmerzen, 
sowie an leichtem Rheumatismus der Fascies (fascia lata) gelitten hatte. 
Seit vier Tagen nimmt derselbe 5 g pro die Natriumsalicylat ein. Harn 
zuckerlos und Salieyiderivate enthaltend. 

Fliissigkeit) hell, farblos; keine Saleyiderivate: reduziert nace! 
Tromimer und Nylander. Mit Phenylhydrazin gibt dieselbe zahlreiche 
Krystalle von Phenylglukosazon, durch Giirung entwickelt sich CO, in 
derselben Menge wie oben. 

V. Fall. — Lumbalpunktion an einem 1d5jiihrigen Epileptiker, 
wiihrend eines schwerer  motorischer, typischer Anfiille  ein- 
getretenen krankhaften Zustandes. Harn ohne Zucker. 

hell. farblos. Mit} den alkalischen Losungen der Cu- 
und Bi-Salze, sowie der Phenvlhydrazin- bezw. Giirungsprobe zeiz 
dieselbe die niimlichen Eigenschaften wie die Fliissigkeiten der bereits 
verzeichneten Fiille. 

Vi. Fall. Lumbalpunktion an einem keinerlet neuropathisc: 
Krscheinungen darbietenden Subjekt. — Freberfret. 

Die Flissigkeit wurde mir von Dr. Orlandi. Hilfsarzt 
hiesigen red. Klinik, giitlgst zur Verfiigung gestellt.) 

Fliissigkert hell — neutrale Reaktion — reduziert nach Nylanae: 
und Tromimer, Mit der) Phenylhydrazinprobe gibt) dieselbe  typisc 
Phenyvlglukosazonkrystalle bet der Girungsprobe CO,-Entwicklung. 

Die zur Anwendung gekommenen Proben, die Deutlichkei. 
womlt die Reaktionen vor sich gegangen, berechtigen uns zi 
dem Schlusse, dah die unseren Fiillen in der 
fliissigkeit cnthaltene Substanz Traubenzucker ist: ferner die 
Revelmibiekeit, womit die einzelnen Autoren die reduzierend: 
Substaunz angetroffen, die Nachweise Navratzkis, Combus, 
sowle unsere eigenen — ich mache hier namentlich aut die 
TVoound Vio aufmerksam., wo oes sich um Personen 
handelte, die Kemerler das Nervensystem betreffende Erscheinune 
darboten) —, machen uns zur Annahme geneigt, es gehore de 
Traubenzucker zu den in der normicer- 
weise enthaltenen Substanzen., 
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Ich habe iiberdies die Gelegenheit gehabt. die Lumbal- 
punktion an Leichen von Personen, die an Lungentuberkulose 
bezw. Pneumonie, Cirrhosis hepatica, Meninigitis verstorben 
waren, binnen 10 bis 48 Stunden nach dem Tode vorzunehmen. 
In der Mehrzahl der Fille fand ich die Flissigkeit) infolge 
Diffusion des im Blutplasma enthaltenen Farbstoffes bereits rot- 
lich vefiirbt: in keinem Falle gelang es mir, die Charakteristischen 
Reaktionen des Traubenzuckers nachzuweisen, wodurch die von 
Navratzki erzielten Resultate von diesem Gesichtspunkte aus 
bestiitigt erscheinen. Auf einschlagige Beobachtungen von 
Pascheles und Reichel. sowie auf die Untersuchungen von 
Lépine und Arthus gestiitzt, nimmt Navratzki an, die Er- 
scheinung ser darauf zuariickzuftihren, dav die Blutbestandteile 
die Fiihigkeit besitzen, die Bildung eines glykolytischen Ferments 
zu veranlassen: eine durch neuere Untersuchungen Bottazzis 
hestiitigte Annahme. 

[ch mochte noch darauf aufmerksam machen, dah in den 
dret Fiillen, in denen ich die Lumbalpunktion unmittelbar nach 
schweren typischen motorischen Anfall, oder auch in 
einem Zustande, der durch epileptische Anfille beeimflubt war, 
vorgenommen hatte, die Fliissigkeit sich stets hell und farblos 
zelzte und im Bodensatz keine roten Blutkorperchen angetrotfen 
wurden. Vorliegende Angaben) stimmen mit) denen Ormeas 
nicht tiberein: derselbe fand nach epileptischen Anfiillen, die 
er bet Tieren durch elektrische Erregune bezw. endovendse 
lnjektionen von Absinth hervorrief, die Fliissigkeit’ durch darin 
enthaltene Ervtroevten rotlich gefiirbt. 
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Uber die a-nucleinsaures Natron lésende Wirkung einiger 
Mikroorganismen. 
Von 
H. Plenge. 


(Aus dem physiolog. Institut Heidelberg. Vorgetragen im naturhistorisch-medizinischer 
Verein Heidelberg am 3. Juli 1903.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Juli 1903.) 


Nachdem Araki (1903) seine Arbeit «itber die enzymiatische 
Zersetzung der Nuecleinsiiure» im hiesigen Institut beendet und 
gefunden hatte, dab Trypsin, Erepsin und in Organextrakten 
der ‘Thymus, Leber, Milz enthaltene Fermente imstande sind. 
die Nucleinsiiture aus der a- in die b-Form itiberzufithren und 
mehr oder weniger weit zu zerlegen, schlug Herr Prof. A. Kosse! 
mir vor, die Frage in der Weise weiter zu verfolgen, dab ict 
die velatimerende a-Nuclemsiiure als Néhrboden. fiir Bakterien 
und andere Mikroorganismen bentitze und priife, ob diese imstande 
seen, die Nucleinsiture ghnlich wie die Gelatine zu vertliissigen, 

[cho bin ihm fiir die Anregung zu diesem, wie sich zeigen 
wird, ergebnisreichen Versuch zu grobem) Dank verptlichtet 
und ebenso fiir ein hiesigen Institut: nach der Vorschrit 
von A, Neumann (P3899) hergestelltes Priiparat von a-nuclein- 
saurem Natron. Es lost sich mm Wasser beim Erwiirmen mil 
vOlliver Wlarhert und Durchsichtigkeit: und erstarrt 5° 
Losune., wie es A. Neumann (1899) aneibt, zu einer festen 
lerte. Ber mehrfachem, anhaltendem Sterilisieren im Koc hschen 
Dampttop! biibt es sein’ Erstarrungsvermogen nicht eins auch 
nicht, wenn man vorher die an sich leicht alkalische Reaktion 
durch Hinzutiigen von etwas kohlensaurem Natron verstirkt. 
doch tritt dabet manchmal eme lerhte Triibung auf. Die erstarric 
Losung bleibt bei Bratschranktemperatur von 37 — #09 fest, abe! 
(0° beginnt sie fliissig zu werden, wird bei 50° ganz 
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und beginnt beim Abkiihlen ber etwa 42° zu erstarren. Losungen 
yon geringerem Prozentgehalt in reinem Wasser erstarren bei 
Zimmertemperatur nicht mehr vollstiindig: 2.5° 0 gibt nur eine 
stark zitternde Gallerte. Wohl aber erstarren 2.5°/oige Losungen, 
wenn man sie nicht mit reinem Wasser, sondern mit) Fleisch- 
wasserpeptonbouillon herstellt, oder der) Wasserl6sung 05° 0 
Kochsalz hinzuftigt. Auch diese salzreichen Losungen — be- 
wahren ihr Erstarrungsvermogen nach dem Sterilisieren, doch 
hilt die nur mit) NaCl versetzte Losung die Brutschrank- 
femperatur nicht aus, ohne stark zitterig bis: fliissig zu werden, 
wiihrend die mit Fleischwasserpeptonbouillon hergestellten Naihr- 
biden ber 37° vollkommen geniigend festbleiben, sowohl in 
Reagierzylindern als Petri-Schilchen ausgegossen. Bei der 
Bereitung der Losungen auftretende oder durch anhaftende 
Papierfiiserchen bedingte Triibungen dassen sich mit dem Heib- 
wassertrichter leicht abfiltrieren: auch die 5° oige Losung liiuft 
alatt durch das Filter, so dai wir dem a-nucleinsauren 
Natron einen festen Néihrboden haben, der an Durchsichtigkeit 
und Klarheit Gelatine und Agar weit) tibertrifft— und sich mit 
viel geringerer” Mihewaltung herstellen Nur man 
hiicksicht) darauf nehmen, dai der Praparat elwa noch 
thhaftende Alkohol ber der Herstellung genigend verdunsten 
kann. leh habe damit) keine Schwierigkeiten gehabt.  Dazu 
hietet das a-nucleinsaure Natron den Mikroorganismen, speziell 
den pathogenen, einen Stoff, der ein direkter Abkomunling der in 
der Zelle beziiglich im Kern enthaltenen Substanzen ist, withrend 
selbst die Gelatine, die wohl auBer dem Blutserum allein von 
den sonst festen zugleich als Nahrungs- 
mittel in Betracht kommt, nur aus den Zwischenzellsubstanzen 
Weiterhin koénnen wir auch im Brutschrank, also bei 
Temperaturoptimum, auf Vertliissigung priifen. 

Z7u den ersten Versuchen stand mir ein leuchtender Elb- 
“brio aus Hamburg zwei verschiedenen Originalkulturen zur 
Vertiigung, den wir zu Vorlesungszwecken benutzt haben, fir 
Jessen Ubersendung ich Herrn Prof. Dunbar zu Dank ver- 
bin. Dieser Vibrio eignete sich zu den Vorversuchen 
vesonders gut, da er durch sein Leuchten ein sehr emfach zu 
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beobachtendes und unverkennbares Zeichen seiner Reinheit. 
Lebenstahigkert und seines Wachstums gab. Es zeigte sich 
bald, dal der Vibrio auf 5° oiger Gallerte von a-nucleinsaurem 
Natron in destilliertem Wasser (Strichkultur auf schriig erstarr- 
tem Nahrboden) sich gut entwickelte und wuchs, wenn auch 
etwas langsam, dal er leuchtete und sogar scheinbar ver- 
loren oder zuriickgegangenes Leuchtvermogen (Kultur von 95) 
In atseiebiger Weise wiedergewann und linger bewahrte als 
vleichzeitig auf Bouillonagar oder -Gelatine gezogene Kulturen, 
vielleicht infolge des hohen Phosphorgehaltes: endlich, dab er, 
wie die Gelatine, auch das nucleinsaure Natron vertliissict 
und sich oan der Obertliche des fliissigen Nahrboden- 
ansammelt, 

Hiermit} waren in den ersten Tagen des Mai dieses Jahres 
die Hatpttragen gel6st: es war bewiesen erstens: dab sich dis 
Natron in Wasser gelést als Naihrboden etene, 
die Lebeusiuberungen der verimpften Bakterien nicht) hinders 
oder wesentlich abiindere, zweitens: dab gewissen Bakterien 
die Fihigkeit: zukommt, das a-nucleinsaura Natron so zu ver- 
andern, diab es sein verliert. 

Dieser Erfole war in keiner Weise mit Sicherheit voraus- 
zuschen, denn nach mehreren fritheren Untersuchern, Hankin. 
Christmas, Bitter, Vaughan (cit. ber H. Kossel ist 
velten vewisse Bestandteile des Zellkerns, die zum Teil als 
Nuclein bezeichnet wurden, als baktericid. Alhnliches schienen 
die Arbeiten von Brieger, Kitasato, Wassermann (cit. bel 
H. Wossel E894) mit Ausziigen zellenreicher Organe besonder- 
der Thymus zu ergeben. Dann hat H. Kossel (1894) fiir dic 
Nucleinsiiure aus der Kalbsthymus die baktericide Wirkung 
einwandfreier Weise festgestellt. Er brachte sie mit der eiwelb- 
fillenden Eigenschaft der Nucleinsiiture in) Beziehung. Die- 
Vermébgen kommt dem Natronsalz der a-Nucleinsiiure nicht 
zuound so ist es vielleicht zu erkliiren, dal diese Siiure Keine 
baktericide Wirkung hat, so lange die Lésung, oder der fest: 
Nithrboden durch fixe Alkalien alkalisch bleibt. 

Die niichsten Fragen waren erstens: wie verhalten 
die iibrigen Bakterien und andere Mikroorganismen? Zyweltens: 


: 
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eehen die Fahigkeiten, Gelatine oder a-nucleinsaures Natron zu 
verfliissigen, elmander immer parallel, wird die Vertliissigung, 
wenn tiberhaupt durch ein Enzym, durch das gleiche bedingt, 
oder gibt es Mikroorganismen, die nur eines von beiden ver- 
(liissigen, das andere anzugreifen aber fiihig sind? [ch 
yerdanke der Freundlichkert der Herren im hiesigen pathologisch- 
anatomischen Institut, besonders des Herrn Dr. W. 
25 verschiedene Arten, an denen ich die Fragen priifen kounte. 

Um gleiche Bedingungen fiir betde zu ver- 
eleichende Naéhrboden, Gelatine und a-nucleinsaures Natron, 
schaffen, habe ich zuniichst das a-nucleinsaure Natron nur 
ais Erstarrungsmittel verwendet und zu 2.5°/o in der eleichen 
gelost, mit der ich die (wegen der 
zu erwartenden hoheren Sommer-Temperaturen) Nithr- 
eelitine hergestellt habe. Nach vorschriftsmibiger Steriisation 
wurden unmittelbar hinteremander von denselben Originalkulturen 


oder zwel Gelatine- und a-nuclemsaures Natron-Rohrehen 


durch Stich geimpft und in einem geraumigen verschlossenen 
Schranke ber Zimmertemperatur gehalten, Das im Schranke 
ooldinete Thermometer zeiegte im allgememen oder 21°, 
stiee nur in den heiben Tagen anfane Juli auf 22 und emmial 
23° Co an. Die Gelatine blieb bet diesen Temperaturen fest. 
Kine bemerkenswerte Austrocknune fand in aufeestellten. nicht 
hesiten Kontrollrohrchen nicht statt. 

Die Ergebnisse dieser die ich in der neben- 
stehenden Tabelle S. 198 miedergeleet habe. waren foleende: 

1. Es oibt) Mikrooreanismen, die sowohl Gelatine als 
a-hucleinsaures Natron vertliissigen, wie die schon erwithnten 
leuchtenden Elbvibrionen, ferner Prodigiosus, Finkler Prior, Milz- 
brand, Staphylococcus citr. u. a. 


2 solche, die nur das a-nucleinsaure Natron vertliissigen, 


Z Bae. typhi homin. Bact. Coli: 
3. solche, die nur die Gelatine, nicht das a-nucleinsaure 
Natron verfliissigen, B. subtilis: 


') B. subtilis beginnt jetzt auch das a-nucleins. Natron zu vi 


sigen. Anm. b. d. Korrektur 18. VIL 03. 
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t. solche, die eines von beiden m. w. energisch, das andere 
sehr langsam verfliissigen, so dab sich ein trockner Trichter, 
wie ich es nennen mdodchte, bildet, d. h. es verdunstet eben- 
~oviel Fliissigkeit, als gebildet wird: 

solche, die keines von beiden” verfliissigen, z. B. 
Fluorescens long., Proteus mirabilis, Soor ete.) 

6. Die mit besondern Eigentiimlichkeiten (Farbstoffbildung, 
Leuchten ete.) begabten) Mikroorganismen behalten diese be; 
und Jassen wesentlichen Unterschied erkennen : 

7. wohl aber zeigen sich bei verschiedenen Arten in der 
Wachstumsart im Stich einige Verschiedenheiten, die noch 
weiter zu verfolgen sind. 

Um es noch einmal zu betonen, gelten diese Angaben 
nur fiir Zimmertemperatar und Stichkulturen. Ber Brutofen- 
temperatur konnte ich bisher in Ermangelung eines toluolfreien 
eroberen Phermostaten nur ein paar besouders wichtig erscheinende 
Arten) verfolgen. 

besonders interessant war mir das Verhalten der Kulturen 
von B. typhi hom. und Bact. Coli communis.  Beide  peptoni- 
seren die Gelatine dieser) WKonzentration des Niihrbodens 
nicht, wohl das a-nucleinsaure Natron: aber der Bacillus typhi 
hat diese Fiihiekeit in viel ausgepriigterem Grade als die von 
mir untersuchte Rasse von Bact. Coli. Von diesem konnte ich 
nur einen Stamm erhalten, wihrend ich von Typhus  zwel 
Kulturen prifte, die von zwei verschiedenen Sektionen stamuiten. 
Beide losten das a-nucleinsaure Natron viel energischer auf als 
das Bact. Coli, ber dem ich ber Zimmertemperatur wochenliang 
im Zweifel war, ob es tiberhaupt lose. Lange Zeit bildete sich 
nur eine ganz langsam fortschreitende Vertiefung der Oberfliiche 
des Stiches aus und erst mit dem starken Ansteigen der Auben- 
temperatur zeigte sich deutliche, sehr langsam. fortschreitende 
Vertliissigung, withrend die zugleich geimpften Typhuskultaren 
liinest den eanzen Nithrboden verflitssigt hatten. Bei Brutofen- 
temperatur B. Coli 2% Stunden. spiiter beginn der 

Lufttrichter nach Kruse, L846, 90. 

> Ich benenne die Bakterien ete. zuniichst so. wie ich sie aus 


dem path.-anat. Institut bezogen habe. 


: 
| 


Die a-nucleinsaures Natron lésende Wirkung einiger Mikroorganismen. 199 


Vertliissigung, die bei b. typhi schon 2% Stunden nach der 
Impfung deutlich zu erkennen ist: bei der noch kiirzlich 
von Bonhoff (1903) demonstrierten Schwierigkeit der Diagnose 
durfte dieses eventuelle neue diagnostische Hilfsmittel nur will- 
kommen sein, 

Wenn wir also in Ubereinstimmung mit der Ansicht, da 
die AuflOsung der Gelatine durch die Mikroorganismen eine 
Enzymwirkung darstellt, uns vorstellen, dai auch die Fihigkeit 
der Mikroorganismen, das a-nucleinsaure Natron zu vertliissigen, 
aul Enzymwirkung beruht, so sehen wir, dab in gewissen Fiillen 
ein besonderes Enzym_ auftritt, das nur das letztere, nicht auch 
die Gelatine. zur Verfliissigung zu bringen vermag. Mit Ver- 
suchen, die wahrscheinliche Enzvmwirkung von den lebenden 
Zellen isolert zu erhalten, bin ich noch beschiiftigt.  Ebenso 
mit) Untersuchungen dariitber, worauf die Umwandlung des 
a-nucleinsauren Natrons beruht, wodurch es seine Erstarrungs- 
Hihigkeit einbiibt. Damit im Zusammenhange steht das Be- 
-treben, zu finden, wie weit die Nucleinsaéure durch die Bakterien 
vespalten wird, ob es bis zur Bildung von freier Phosphorsiiure ete. 
kommt.!) Dazu gehoren natiirlich Nihrboden, die nur a-nuclemn- 
suures Natron enthalten. Auf diesen wachsen aber die Mikro- 
organismen etwas langsamer als auf Fleischwasserpepton-a-nucle- 
insaurem Natron, 

Kine weitere Rethe im Gane befindlicher Untersuchungen 
erstreckt sich auf die Frage, wie sich die Virulenz der 
pithogenen Arten nach dem Wachstum auf a-nucleinsaurem 
Natron verhélt und ob sich nicht dieser Nihrboden fiir sonst 
s<ehwer oder nicht zu ziichtende Arten, z. Gonococcus und 
andere, ersprieblich erweist. Wenn es mir moglich ist, mochte 
eh onoch Versuche mit anderen Krankheiten machen, die der 
bakteriellen Atiologie dringend verdiichtig sind. Zui diesen 
verschiedenen Zwecken wird man natiirlich das nucleinsaure 


' Iwanoff diese Zeitselir. XNAIX. Bao 32 erschien nach 
Niederschrift. dieser Arbeit. Lo weist nach, daft Schimmelpilze eime 
evehende Zersetzung des a-nucleinsauren Natron bewirken, die aut 
ner Fermentwirkung beruht («Nuclease»). Diese scheint den toten Zell- 
bern und der abftiltrierten zersetzten Kulturfliissigkeit anzuhaften. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift physiol. Chemie. NXXXIX 
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Natron mit) anderen) schon bewahrten Zusiitzen: Glycerin, 
Zucker etc. kombinieren. 

Uber die Beziehungen des Vermodgens der Bakterien das 
a-nucleinsaure Natron zu verfliissigen zu der Pyocyanase Em- 
merich und LOw’s (1899) wird spiiter zu berichten sein. 

Schlubsiitze : 

1. Das a-nucleinsaure Natron sich sowohl in 
destilliertem Wasser, als in 0.5°/oiger Kochsalzlosung, als in 
Fleischwasserpeptonbouillon 2,5—5° oiger Losung 
vortrefflich als fester Niihrboden fiir Mikroorganismen, und 
zwar sowohl fiir Stich- als Strich- als Plattenkulturen. = Dazu 
ist der Nihrboden sehr leicht herzustellen volliger Durch- 
sichtigkeit. 

2. Die Fihigkeit der Mikroorganismen, Gelatine oder 
a-nucleinsaures Natron zu vertliissigen, geht nicht immer 
parallel, sondern es ist vielen’ Féllen wahrscheinlich ein 
besonderes auf Nucleinsiiure abgestimmtes Enuzym vorhanden, 

3. Ks scheint in dem Verhalten gegen a-nucleinsaures 
Natron ein neues differential-diagnostisches Hilfsmittel zur 
Unterscheidung von Bacterium Coli und Bacillus typhi hominis 
gegeben zu sein, doch bedarf dieses Ergebuis noch ausgiebiger 
Nachuntersuchung, 

Das a-nucleinsaure Natron erweist sich fiir die bio- 
logische Einteilung der Bakterien und zur Erforschung ihrer 
Wachstumformen von eimgem Interesse. 

Ebenso wird es zu einer naheren Charakterisierung 
der proteolytischen Fermente eine willkommene Handhabe bieten. 
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Zusammenstellung 
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‘priiften Mikroorganismen-Arten beziiglich thres Verhaltens gegen 
'oiges a-nucleinsaures Natron und gegen 10° oige Gelatine, beide in der 
A und B Vorver- 


suche mit a-nucleinsaurem Natron in Wasser zu 49°» gelOst und in Fleise!h- 


wasser-Pepton-Bouillon zu 2.5° 0. 


(Nach dem Befunde am 


Datum der Niederschrift.) 


al. 


VI. den) 


Datum 
der 
Impfung 


Name des Organismus 


Herkunft 
der 
Originalkultur 


Verhalten gegen 


a-nucleinsaures 
Natron 


Gelatine 


10. Vi. 
i4. VI. 


LeuchtenderElbvibrio 93 
LeachtenderE bvibrio 9d 


LeuchtenderElbvibrio 
Milzbrand 


Bact. comin. 


Bae. Tyla homin, | 
Prodigiosus | 


Staphylococcus 


Saccharomyces Cerevis. 


Fluorescens longus 
Proteus mirabilis 
Bac. Typhi hom. I 
Schweinerothauf 


Finkler Prior 
Pseudomelanosus (P. Ernst) 
streptococcus 
Actinomyces 
Taubendiphtherie 
Oidium lactis 


Wurzelbacillus 


Sarcoma ventrieuh 


Sarema aurantiaca 
Spiriiium rabram 


Bae. Indieus ruber 


Bac. prodigiosus 
Soor 
Proteus vulgaris 
Bac. subtilis 


Bac. lacticus 


hezogen 1402 
Hamburg 


hezogen 1903 
Hamburg 


pathol. anat.Inst. 
Heidelberg 


5°), in dest. Wasser. 

Strichkultur. Verfl. 
nach 14 Tagen 
2.59), In Pepton- 

Bouillon. Vertl deutl. 
nach & Tagen 


Vertl. von 30. V. an 


Verfl. von 30. | 


Verth beginnt 6. VI. Vert. beginnt 


Verfl. zweifelhaft bis 
15. VI.. dann deutl. 
Verth beginnt 31. 
Vertl. von 26. VY. 
langsam 


ab 


Verfl. langsam 


Verfl. deutlh aber sehr 


Keine Ver 

Keine 
Verfl. sehr r 

Verfl. langesar 


Keine deutl. V 


langsam von 1.ViLab. Kleiner Luttt 


Keine Vertl. 
Keine Vert. 
Vertl, 

Verfl. nach 8 Tagen 


Verth nach 


Verfl. nach 8 Tagen 


iS Sta. 

Verfl. sehr langsam 
Keine Vertl. 
Lufttrichter 


Verfllangsam. zuerst 
nach 8 Tagen 
Tage. 
Keine deuth Verfl. 
Lufttrichter ? 
Lufttrichter 


Keine Vertl. 


Verfl. am 3: 


Verfl, nach 2¢ 8 


Verfl. nach 2¢ Std. 
am 27. VI. 2/, Verfl. 
Keine Verfl. 


Vertl. nach Std. 


Keine Ver 
Keine 
Keine Y 
Keine deut 
Lufttricht 
Verfl. nach 24 
Keine Ver! 
Keine V 
Keine \ 
Keine Ver 
Keine 


Verfl. am 3. 17 
Keine 


Verfl. nach 2: > 
Keine V 
Verfl. erst lang 
dann sv} 
Vertl. ras 
29. ganz 


Keine V 


Verfl. etwas 1 


Keine Vertl. deutl, Verfl. nach > 


Lufttrichter 


Keine V 
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Die Nucleinbasen der Faeces unter dem Einflu8 anhaltender 


F dulnis. 
Von 
Alfred Schittenhelm. 


(Aus der medizinischen Klinik der Universitit Breslau. 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Juli 1903.) 


Der Einfluf der Fiaulnis auf die Purinbasen ist) schon 
mehrfach Gegenstand der Untersuchung gewesen. Baginsky?!) 
fand, dab ber der unter Abschlub und Behinderung des Zutritts 
atmosphiirischer Luft) vorgenommenen Fiiulnis von fein zer- 
hacktem frischem Rindspankreas die drei Purinbasen Guanin, 
Xanthin und Hypoxanthin vernichtet: werden, so dab die er- 
heblichste Einbube das Guanin erlitt, withrend sich das Hypo- 
xanthin ais der der Fiiulnis am meisten widerstehende Korper 
ervab. Schindler?) wiederholte die Versuche, indem er Adenin 
und Gaanin mit Pankreasinfus faulen lieb, und fand dabei, dat 
durch Fiétulnis bet Luftabschlub Adenin in’ Hypoxanthin und 
Guanin in Nanthin umgewandelt wird. Kriiger und Schitten- 
helm®) untersuchten den basengehalt’ der menschlichen Faeces 
und fanden ein Basengemisch, welches vornehmilich aus 
und Adenin, zum kleineren Teil aus Nanthin und Hypoxanthin 
hestand. Es war dies ein auffallendes Resultat, weil nach 
Schindlers Untersuchungen eine andere Mengenverteilung der 
Basen hiitte erwartet) werden  tmiissen. indem  vorausgesetzt 
wurde, dab die Darmfiiulnis einen Einflub  ausiihe, 
wie die Fiiulnis mit) Pankreas. 

Lim ein Urteil dariiber zu gewinnen, welchen die 
auf die Nucleinbestandteile der Faeces ausiibt. habe 
ih die folgenden Untersuchungen angestellt. 

Diese Zeitschr.. Bd. VIL 395 


7) Diese Zeitschr., Bd. 461. 
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Zuerst habe ich die Versuche derart ausgefiihrt, da{ ich 
eine Faecestagesportion in zwel Hiilften teilte, deren eine ich 
~ofort, deren andere erst dann auf ihren Basengehalt unter- 
suchte, nachdem sie einige Wochen bet gewohnlicher Temperatur 
mit Wasser verriihrt der Selbstfiiulnis ausgesetzt war. 

Die Methode zur quantitativen Bestimmung der Nuclein- 
basen, deren ich mich dabei bediente, ist) schon friiher von 
Kriiger und Schittenhelm!) ausprobiert.. Es wird dabei die 
Tagesmenge Faeces mit 2 Litern Wasser und 15 cem— cone. 
H,SO, 2—38 Stunden freier Flamme gekocht. Die Ab- 
kochung wird mit Natronlauge alkaliseh, mit Essigsiiure stark 
sauer gemacht und nach Zugabe von 10 Oxalsiiure nochmals 
10—15 Minuten erhitazt. Nach dem Erkalten wird auf 3000 cem 
und nuomehr filtriert. Vom Filtrat werden je 500. com 
mit Natriumbisulfit, und Kupfersulfat nach vorheriger Neutrali- 
sation versetzt. Der Niederschlag enthilt die Kupferverbindungen 
der Nucleinbasen.  Dieselben werden mit) Natriumsulfidl6sung 
zersetzt, mit Essiesiture angesiiuert und so lange gekocht, bis 
sich der ausgeschiedene Schwefel zusammenballt. Das hei 
abvesaugte Filtrat wird mit 10 cem 10° Salzsiiure auf 
ca. 10 cem eingeenet. Aus dem Filtrate werden nunmehr die 
Basen mit der Salkowskischen Silbertiiilung ausgefallt und 
nach Kyeldahtl bestimmt. 


Versuch Normaler 
Hilfte sofort verarbeitet: auf 380000 com aufgefallt. 
Zu je 500 com verbraucht 15.25 und 15,15 cem N.-HCI. 
Demnach Gesamtbasenstickstolf O,LLO9 
Hiilfte, nach t4tigiger Fitulnis. 
Demnach Gesamtbasenstickstoff 0,046. 
Versuch Normaler Stuhl 400° Feuchtgewicht. 
1. Hiilfte sofort verarbeitet. 
Zu je com verbraucht und 17.9 cem N.-HEL. 


Demnach Gesamtbasenstickstoff O1516 


Die Methode wird noch ausfithriicher publiziert werden 
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2. Hiilfte 3woéchiger Fiiulnis. 
Verbraucht 6.8 und 7.0 cem Demnach Ge- 
samtbasenstickstoff = 0,0079 


Versuch IIL Normaler Stuhl: 360 g¢ Feuchtgewicht. 
1. Hiilfte sofort verarbeitet. 
Verbraucht 19,8: 19.5 und 20,5 cem ' N.-HCL Demnach 
Gesamtbasenstickstoff = 0,1669 ¢. 
2. Hiilfte + 1 g Adenin nach 4+wochiger Faulnis. 
Verbraucht 7,0 und 6.8 N.-HCL  Demnach Ge- 
sumtbasenstickstoff 0.00796 g. 


Versuch IV. Normaler Stuhl: 320 ¢ Feuchtgewicht. 
1. Hiilfte sofort verarbeitet. 
Verbraucht 19,3) und 19,45 com tio N.-HCl Demnach 
Gesamtbasenstickstoff — 0.1627 g. 
2. Hilfte — Adenin nach 8wochigem Faulen an der Sonne. 
Verbraucht 9.3 cem N.-HCL Demnach Gesamtbasen- 
menge —= 0,078 g. 


Versuch 

ca. normale Stithle wurden mit Wasser verriithrt und 
2 Monate der Fiiulnis bet gewohnlicher Temperatur 
dusgesetzt. Die gesamte Menge wurde nach der von Kriiger 
ind Schittenhelm?!) angegebenen Methode verarbeitet.. Bevor 
edoch eine Guaninfillung vorgenommen wurde, habe ich die ver- 
einigten salzsauren Basen nach dem Eindampfen in) com 
Wasser gelOst. Mit je 100 cem dieser Losung machte ich eine 
quantitative Fillung wie in den ersten Versuchen, 

Verbraucht als Mittelwert von zwei Bestimmungen 13.4% ¢em 

N.-HCl. Demnach Gesamtbasenstickstoff O,1S76 2, 

Aus dem Rest cem) wurden die eimzelnen Basen 
~ollert und aus den gewonnenen Produkten die Menge mittels 
durch Kyeldahtl erhaltenen Stickstoffwertes berechnet. Eime 
Jenauere Analyse heben die geringen Mengen micht zu. 


EE 
j 
gt 
OF 


202 Alfred Schittenhelm. Die Nucleinbasen der Faeces ete. 


Auf diese Weise erhielt ich folgende Zahlen: 


der Gesamt-, Gesamtmenge 


Basenart li N.-HCl N-Gehalt basenstickstoff- auf Substanz 
menge berechnet 
| 
Adenin 31.8 0.04452 | 47 111 
Guanin . 12.0 17.777 O.0347 
Xanthin .. . 19.2 28,444 OO719 » 
Hypoxanthin «6.666 | 0.01539 » 


Ks ergab sich demnach aus allen Versuchen mit absoluter 
Sicherheit, dab die Nucleinsubstanzen des Stuhles durch 
anhaltende Selbstfiulnis zum Verschwinden gebracht 
werden, bis auf einen kleinen Rest, welcher stets  zuriick- 
geblieben war. Dem faulenden Stuhle) zugesetztes Adenin 
(Versuch TL und IV) erreichte dasselbe Schicksal. ber dieser 
Zersetzung sind wohl zweifellos die Mikroorganismen des Stuliles 
betiitigt. Ob dieselben jedoch ganz allen oder nur mit Hilfe 
von anderen chemischen Reagentien (Fermente etc.) diese Arbeii 
zu leisten imstande sind, miissen weitere Versuche dartun. 
Auch der Weg, tiber den die Zersetzung vor sich geht, kin 
aus vorliegenden Versuchen nicht mit Sicherheit erkannt werden. 
Die Analyse der nach der Fiitulnis in) den Faeces zurtick- 
geblicbenen Reste ergab ein Basengemisch, welches  siimtlichie 
Nucleinbasen enthielt. Dieselben hatten jedoch weder die- 
jenige prozentualische Zusammensetzung, welche Kriiger und 
Schittenhelm fiir die frischen menschlichen Faeces festsetztes, 
hoch die, welche bei einer Umsetzung der normalerweise vor- 
handenen Nucleinbasen im Sinne Schindlers zu erwarten ge- 
wesen wire. Teh @laube daher, die erhaltenen Nuclein- 
basen nur zum geringsten Teile als Reste des urspriinglichen 
Gehaltes anzusehen sind, dab vielmehr die Hauptmenge der- 
selben als ein fester Bestandteil der Bakterien auizu- 
fassen ist, in deren Leibern sie als Nucleoproteide etc, festgelest. 
aus denen sie aber durch das Auskochen mit verditnnter Siitve 
freigemacht wurden. 
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Uber die Spaltung der Hefenucleinsdure durch Bakterien. 
Mitteilung. 
Von 
A. Schittenhelm und F. Sehréter. 


(Aus der med. Klinik der Universitat Breslau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Juli 1903.) 


Die Versuche tiber die Einwirkung der Fiiulnis!; auf die 
Purinbasen der Faeeces zeigten. daly nach eimigen Wochen der 
Teil derselben verschwunden war. Ber dem reichlichen 
Gehalt der Faeces an Bakterien lag es nahe, die Zersetzung als 
ene von den Mikroorganismen geleistete Arbeit. zu betrachten. 
Von diesem Gedanken geleitet, wurden die nachfolgenden 
Untersuchungen angestellt. Da wir von der Ansicht ausgingen, 
dal die Hatptmenge der Purinbasen in den Faeces nicht pra- 
formiert, sondern in Form von Nucleinsubstanzen vorhanden 
sind, stellten wir tn erster Linie Versuche tiber die 
witkung von Bakterien auf Nuclemsiture?) an. Ber der Aus- 
wahl der zu benititzenden) Mikroorganismen schien uns das 
bacterium coli das geeignetste, weil es cinerseits eine domi- 
nierende Stellunge in den Faeeces einnimmt, und weil anderer- 
seine chemische Wirksamkeit (CO j-bildung aus Trauben- 
zucker, Siturebildung ete.) bekannt ist. Wir arbeiteten mit stet- 
risch veziichteten) Reimkulttren aus 

Es handelte sich nun dartum. emen Nihrboden atustindig 
Zi) machen, der em iiopiges Wachstum der bakterien  be- 
giinstivte, dabei aber selbst) von Nucleinkorpern war tind 
ene leiehte Tsolierane der Abbauprodukte gestattete. Diesen 


Vergel. vorst. Arbeit. 
*) Das Priiparat wurde uns von der Firma Friedr. Baver & Co. in 


i 


reitwilhger Weise zur Vertiigune cestell! 
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Anforderungen entsprach am besten der von Uschinsky?) 
angegebene eiweiblreie Nithrboden, der folgende Zusammen- 


~etzung hat: 


Wasser g 
Glycerin 
Chlornatrium 
Magnes. sulf, 
Chierealcium 
Dikahumphosphat 2,3 
Ammon, lactic. 6.9 
Natr. asparaginic, 3.5 


Kin Vorversuch, bei dem wir 800 com Uschinskysche 
Losung omit Hefenucleinsiure versetzten und nach 


lipfung mit Colibazillen 5 Tage lang im Brutschrank bei 37 
~tehen lieben, ergab mit der Salkowskischen Silberfiillung 
einen Basenniederschlag, dessen N-Gehalt) einer Basenmenge 
von OOL12 ¢ Basen entsprach. Da die Bakterienleiber nach- 
eewiesenermaben Nucleinsubstanzen enthalten,?) so haben wir 
in diesem, wie in allen folgenden Versuchen, zuerst die Mikro- 
organismen mit Hilfe von Bakterienfiltern aus der Losung 
entiernt, 

Der Abbau der Nucleinsiiure zu Purinbasen konnte dann 
erst durch Bakterien hervorgerufen angesehen werden, 
nachdem ein Einflub der hoheren Temperatur (Sterilisieren, 
Brutschrank, Eindampfen), sowie der Bestandteile der Kultur- 
ausgeschlossen war. 

Dab derartige Einfliisse auf die Zersetzung der Nuclein- 
siiure nicht statthaben, beweisen folgende Versuche: 

300 com Uschinskysche Losung wurden nach Zusatz 
von 2.0 ¢ Hefenucleinsiiture '/2 Stunde lang iiber- 
hitzten Dampfstrom ber 120°. sterilisiert. Die eime 
wurde sofort, die andere Hiilfte erst) nach Ein- 
daumpfen auf dem Wasserbade auf Basen verarbeitet. 


Zentralbl. f. Bakteriol. Bd. IW. S. £0. 
“Nishimura, Archiv f. Hvg.. Bd. TS. 
Bendix, Deutsche med. Wochenschr., L9OL, S. 18. 
Kolle und Wassermann, Handb. der path. Mikroorg., 5. 66 
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Die Salkowskische Silberfallung lieferte beiden 
Fiillen ein negatives Resultat. 

In den nachfolgenden 5 Versuchen wurde der Stickstolf, 
der in der Uschinskyschen L6sung in Form von milchsaurem 
Ammon und asparaginsaurem Natron enthalten ist, durch eine 
entsprechende Menge Nucleinsiture ersetzt. Zum Nachweis der 
lndifferenz der einzelnen Bestandtetle des Naéhrbodens auf die 
Nucleinsiiure wurde je ein Salz ausgeschalten, und schheblich 
ein Versuch nur mit physiologischer Kochsalzlosung und Nuclem- 
angesetzt. 

Haj) L000 com Uschinskysche Losung (N durch 3,2. 2 

Nucleinsiiure ersetzt) Bact. coli: 

bh) dasselbe, aber ohne Dikaliumphosphat : 

wie a. aber ohne Chlorealeium : 

d) wie a, aber ohne Magnes. sulf.: 

e) L000 com) physiologische Kochsalzlésung 3.2 ¢ 
Nucleinsiiure Bact. coll. 

Nachdem diese Losungen 10—1% Tage lang im Brut- 
<chrank gestanden hatten, siel ber der Verarbettung auf 
Purinbasen tiberall ein) positives Resultat. Nur bezug aut 
das Wachstum der Bakterien war ein Unterschied insofern zu 
beobachten, als es tippigsten) und am 
seringsten war.  Dementsprechend verhtelten sich auch die 
basenmengen, sodab Tha alle tibrigen iibertraf, 

“7ur Feststellung der einzelnen abgespaltenen Basen wurden 
He calzsauren Salze von bis Ile gemeisam verarbertet. 4) 
Verdampfungsriickstiinde wurden mit heibem Wasser 
und mit’ wenig Knochenkohle entfirbt. Die klare 
Losing wurde auf 100 com eingeenet und stark ammoniakaliseh 
femacht (a). Nach 2¢stiindigem Stehen hatte sich ein dicker, 

ekiger Niederschlag abgesetzt. der nichts anderes als Magne- 
war. Nach Auskochen dieses abfiltrierten Nieder- 
sages mit Natronlauge schied das mit Essigsiiure im Uber- 


Trennung der Basen wurde im aligemeinen die Hoppe- 
— Thierfelder. chem. Analyse. 573 — anvefiihrte 


unter gewisser Abiinderuny benut 
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schub versetzte Filtrat auch nach 2¢stiindigem Stehen ganz 
geringe Spuren eines Niederschlages (Guanin ?) ab. 

Das Filtrat (a) von der NH,-Fillung wurde zur Trockene 
eingedamplt, mit LO0O—150 com heibem Wasser aufgenommen, 
schwach salzsauer gemacht und mit einer konzentrierten Losune 
von Natriumpikrat so lange versetzt, bis kein Niederschlag met 
entstand. Das sofort abgesaugte Adeninpikrat, das unter 
dem Mikroskop die charakteristisch biischelfOrmig angeordneter 
Nadeln Zwillingskrystalle) zeigte, wurde bet LOO® getrocknet, 
Sein, Zersetzungspunkt lag bet 283°. 

Mit dem Filtrat wurde eine Kupferfiillang vorgenommen, 
da eme Entfernung der Pikrinsiture durch Anschiitteln de 
salpetersauer gemachten Losung mit) Benzol nicht) zur Zu- 
fiedenheit gelang. Es wurde also das) Filtrat mit) Natrium- 
bisulfat stark angesiuert und mit Kupfersulfatlosang (1: 100 in 
Cbherschul gefiillt. Der Niederschlag wurde abfiltriert, gut 
gewaschen, mochmals mit) Wasser ausgekocht und wiede 
abliltriert. Danach wurde er wenlg Wasser suspendiert 
durch Einleiten von Schwetelwasserstoff zersetzt. Naehden 
das Schwefelkupfer abfiltriert worden war, wurde das Filtra 
mit) Salzsiture zur Trockne  eingedamplt und mehrmats mil! 
Alkohol abgedunstet. Der Ritekstand wurde in moéelichst wens 
heibem Wasser aufgelost und schied nach 2 ¢stiindigem Steher 
In cinen grobkornigen, weiben Niederschlag yon 
Manthin und salzsaurem Nanthin ab. Da die Menge zu eine 
Analyse nicht ausreichte, so warden die tiblichen Nanthinproben ! 
anvestellt, die samtlich positiv: austielen. 

Das Filtrat vom Nanthin wurde wenig) Pikrinsiin: 
(in Substanz) in kleinem Uberschub versetzt und dem 
Wasserbade so lange eingeengt. bis eine Krystallisation begat. 
Nach dem Erkaltenlassen hatte sich ein Korper ausgeschieden. 
der unter dem Mikroskop zweterle: krystallformen zeigte: ersten 
die fiir Hypoxanthinpikrat charakteristischen tafelformigen Geliide, 
zweitens kompakte fiber das ganze Gesichtsfeld sich ausdehnen:| 
anscheinend hexagonale; Siulen. Dab in diesem 


1, Thierfelder, |. S. 
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Hypoxanthin tatsachlich vorhanden war, zeigte — nach Uber- 
‘ihrung in Hypoxanthinsilberpikrat — dessen charakteristische 


Krystallform. 

Durch diese Versuche ist also zweifellos dar- 
eetan, dab durch die Einwirkung von Mikroorganismen 
eine Abspaltung von Purinbasen aus Hefenucleinsiiure 
~tattfindet. 

Ob nun die Bakterien selbst) oder ihre Enzyme!) diese 
Spaltung bewirken, werden weitere Versuche ergeben. Jeden- 
fills geht aus den Versuchen hervor. dai die Hefenucleinsiiure 
durch das Bacterium coli in der Weise abgebaut wird, dab 
neben andern Spaltungsprodukten (deren Identifizierung wir uns 
vorbehalten) freie Basen entstehen. Die Menge der isolierten 
Basen war eme iuberst geringe, wir von den einzelnen 
Reinprodukten nur Centigramme bekamen. Da wir zuniichst 
darauf verzichteten, den Rest der unzersetzten Nucleinsiiure 
quantitativ. wiederzugewinnen, haben wir auch noch kein ab- 
~chhebendes Urteil tiber den quantitativen Verlauf der Reaktion. 
Wir haben diesbeziigliche Versuche noch in’ Arbeit. 

Es sei tibrigens hier schon bemerkt. dab die geringe Aus- 
heute an Basen nicht wundernehmen darf, da man annehmen 
mb. dab auch diese — wie die Nucleinsiture selbst — weiter 
dbvebaut werden. Den Beweis fiir die Richtigkeit) dieser An- 
hahime haben wir bereits in der Hand, insofern ein Versuch mit 
Adenin (der spiiter nebst andern genauer publiziert werden 
soll) ergab. durch eine Reinkultur von Bact. coli daraus 
Hypoxanthin gebildet) wurde. diesem Sinne  diirfte auch 
das Fehlen von Guanin, das doch durch Kochen von Hefe- 
mit) verdiinnter Schwefelsiture leicht gewonnen 
werden kann. zu erkliiren sein. Uber diesen Punkt sowie iiber 
das weitere Schicksal von Nanthin und Hypoxanthin unter demi 
hintluf von Baet. coli sollen weitere Versuche, die wir in Arbeit 
haben, AufschluB geben. Des weitern wollen wir dann die Wirk- 
~uinkert anderer Bakterienarten dieser Richtung feststellen. 


Vel. Zeitschr. f. Hyg... Bd. 36, 8. Emmerich und Low. 
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Uber die Endprodukte der peptischen Verdauung. 
Bemerkungen zu der Arbeit von S. Salaskin und Katharins 
Kowaleyvsky: Uber Wirkung des reinen Hundemagensiftes 

auf das Hémoglobin resp. Globin (Zweite Mitteilung). 


Von 
Dro med. et phil. Leo Langstein. 


Der Redaktion zugegangen am 29. Juni 1903.) 


Ber der Verdauung von Hiimoglobin mit grofen Mengen von Magen- 
salt haben S. Salaskin und Kath. Kowalevsky fast alle Aminosiiuren, 
die sich ber der Siinrehydrolyse des Hiimoglobins bilden, isolieren) kénnen 
In zwei vor ungefiihr einem Jahr erschienenen Arbeiten ') habe gezeret, 
sowohl ber Verdauung der Bluteiweifk6rper als auch des krystalli- 
sierten Ovalbumins durch Pepsinschwefelsiiure fast siimtliche. bisher nu 
durch Spaltung mit konzentrierter Siiure gewonnenen Aminosiiuren ent- 
stehen. Nach Ansicht der russischen Forscher reicht das Ergebnis diese: 
Versuche nicht aus fiir den von mir gezogenen Schluf, dai der Effekt 
emer protrahierten peptischen Verdauung gleich ist dem einer tryvptischen 
Spaltung. Sie halten es fiir méglich, daf die von mir in Anwendung 
eezovene oige Schwefelsiiure binnen der einjiihrigen Versuchsdaue: 
an ound fiir sich schon denselben Effekt gehabt hiitte. Es ist lereht. den 
gemachten Finwiirfen zu begegnen. Eimprozentige Schwefelsiiure vermas 
ber emer Temperatur von 37° feingepulvertes, bet 110° getrocknetes 
krystallisiertes Eieralbumin auch in Monaten nicht zu lésen, geschweis 
denn eime Spaltung bis zu Aminosiiuren herbeizufiihren. Daf ich eimen 
solchen Kontrollversuch angestellt habe, ist wohl selbstverstindlich. unc 
habe ich daher ino meimer Arbeit eine Bemerkung dariiber fiir: unnote 
gehalten. Gelatine verhiélt sich in gleicher Weise. Herr Neuberg 
mir, mitzutetlen, daft durch einjihrige Einwirkung von oiger Schwele - 
siiure auf Gelatine nach seiner Erfahrung auch nicht Spuren von Amino- 
siiuren in Losunge gehen. 

Geniigen diese Tatsachen auch schon, um den von Salaskin une 
Kowalevsky gemachten Kinwand zu entkriiften, so zeigen itberdies ai 
von mir beobachtete Bildung von Oxyphenyléithylamin und Pentameths 
lendiamin, welehe auch Lawrow beobachtete, es sich meine 
Versuchen um Fermentwirkung und nicht um Siiurehydrolyse handel: 


') Hofmeisters Beitrige. Bd. | (1902), S. 507 u. Bd. Hl, 5. 22 
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Daber ist es fir die prinzipielle Entscheidung der aufgeworfenen Frage 
eleichgiltig, ob das Ferment volle 12 Monate mit gleicher Intensitiét wirkte, 
oder ob in der letzten Zeit eine durch Anhiéiufung der Spaltungsprodukte 
hedingte Abschwiichung der Fermentwirkunge vorhanden war. 

Das Ergebnis meiner Versuche tst daher eindeutiz. Da 
ich einen krystallisierten Eiweifstoff mit Griiblers reinstem Pepsin ver- 
daute. Withrend die russischen Autoren grofe Mengen Magensaftes 
5 Liter) in Anwendung zogen, was eine nicht unerhebliche Fehlerquette 
bedeuten kann, ist meme Versuchsanordnung wohl beweisender. 

Zum SchlufS set mir noch eine Bemerkung gestattet. Da nun end- 
ciiltig entsechieden ist, die Endprodukte der Magenverdauung Amino- 
siuren sind, ist es nicht mehr angineig, deren Vorkommen nach Ein- 
wirkung von Erepsin auf peptische Verdauungsgemenge aussehiieltich 
der Erepsinwirkung zuzuschreiben. 
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Darstellung von Harnstoff durch Oxydation von Eiweif 
mit Permanganat nach A. Jolles. 
Erwiderung an Herrn A. Jolles. 

Von 
Emil Abderhalden. 


(Aus dem [. chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Juli 1903.) 


A. Jolles hatte in seiner Arbeit) «Beitriige zur Kenntnis der 


Kiweifkorper> die Behauptung aufgestellt, ber der Oxydation yon 


verschiedenen Eiweifkkorpern saurer Loésung mit Permanganat. ein 
verschieden groker Teil des Stiekstoffs als Harnstoff abgespalten werde 
Diesen fiir die ganze Autffassung der Konstitution des Eiweifimolekiils 
sehr wichtigen Befund unterwarf ich unter peinlicher Innehaltung der 
von Jolles mitgeteilten Versuchsbedingungen emer Nachpriifung. Das 
Resultat. derselben war, keinem Falle Harnstoff mit Sicherheit 
nachgewtesen werden konnte. Aus diesem Grunde bat ieh Jolles, 
sein Verfahren so zu schildern, dafi es aueh anderen gelinge. seine 
Resultate zu erhalten. Jolles verweist mich nun auf eine Arbeit von 
Ko Lanzer.*®) Lanzer gibt in dieser Abhandlung die ihm durch Jolles 
privatim Modifikationen seiner Methode wieder. Lanze: 
schreibt : 

Beziiglich des Oxydationsverfahrens war ich bemiiht. mich selbs!- 
verstiindlich streng an die Vorsehriften von Jolles zu halten.  Jedoch 
velangte ich schon nach den ersten Versuchen zu der Uberzeugung. das 
die Angaben von Jolles nicht mit jener Klarheit und Unzweideutigke:! 
vemacht sind, wie sie fiir eine zweckentsprechende Nachpriifung erforder- 
lich wiiren. leh tielt es daher fiir das zweckmiifigste, mich beliu 


Tnese Zeitschrift, Bd. S. 364. L9OL. 

* Emil Abderhalden, Darstellung von Harnstoff durch Oxyda 
von Eiweifi mit Permanganat nach A. Jolies. Diese Zeitschrift, Bd. XXA 
S. 506. 1905. 

Eugen Lanzer. Uber die Beurtetlung der Eiweifkérper na 
Jolles. Zeitsehr. f. Untersuchung der Nahrungs- und Genufmittel. 


1905. Jg. 6. 
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Aufklirung aller zweifelhaften Paunkte mit Herrn Jolles Verbindung 
a setzen, und erst auf diesem Wege war ich imstande, die Oxydations- 
eersuche zum Abschlusse zu bringen. » 

Lanzer hat aus verschiedenen Eiweifkorpern ungefihr dieselben 
Mengen eines stickstoffhaltigen Oxalatniederschlags erhalten, wie Jolles. 
Lanzer hat aber ebensowenig wie Jolles den Nachweis erbracht, dafs 
Harnstoff oder ein Ureid vorhegt. Ich halte deshalb meine Zweifel auf- 
recht. Jedenfalls liegt fir mich durchaus kein Grund vor, die jiuferst 
mihsamen und zeitraubenden Versuche zu wiederholen. 


Es ist die Auf- 
cabe von A. Jolles, 


den Nachweis zu fiihren, was ber der Oxydation 
von schwefelsaurer Losung mit Permanganat entsteht. 
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Bemerkungen zu der Mitteilung des Herrn Siegmund Franke! 


, Uber Darstellung und Konstitution des Histidins.‘ 
Von 
A. Kossel. 


lm April 1896 habe ich unter dem Namen «Histidin» eine Base 
beschrieben, deren Untersuchung meiem Laboratorium seitdem fort- 
veselzt. aber infolge meiner Ubersiedelung nach Heidelberg verzOvert 
worden ist. Herr So Fréinkel hat es fiir angemessen vehalten, diese Ar- 
beiten ebenfalls im Anegriff zu nehmen und hat vor kurzem eme Abhand- 
lune *) publiziert. in weleher diejenige Konstitutionsformel des Histidins 
im voraus erértert wird, zu welcher eingehende Untersuchungen dieses 
KOrpers etwa fihren konnten., 

Herre rdinkel begntet sichaber mit der Aufstellung der Konstitutions- 
formeln micht, sondern bemiiht sich, auch die Darstellungsmethode zu 
verbessern. Er sucht ber den Lesern die Meinung hervorzurufen, als 
seren die bisherigen Methoden zur Darstellung des Histidins wenig brauch- 
bar, weil es «nur einem elicklichen Zufall zu verdanken ist. wern sie 
zum Ziele fiihrens. Ebenso wie ich werden auch wohl andere Fach- 
eenossen, welche das Histidin bisher ohne besondere Schwierigkeiten 
nach den von amir Gemeinschaft mit Kutseher beschriebenen 
Methoden dargestellt haben. erstaunt dariiber sein, dies immer nur 
ein «vlicklicher Zufally gewesen ist. Vergebens sucht man nach einer 
Beerindung dieser Behauptung des Herrn Friinkel, welche natiivlich 
auch die quantitativen Bestimmungen verdichtigt. 

Auf diese Behauptung folet die Beschreibung einer Methode, durch 
welche Herr Fréinkel nun alle diese Schwierigkeiten in ausgezeichnete: 
Weise lst. Diese Methode besteht tm wesentlichen in der Fiillung de. 
zersetzten Eiweiflésung iit) Quecksilberchlorid. Keine Andeutung verrat 
dem Leser, dal} dies eine von vielen Forschern erprobte und schon sei! 
mehreren Jahren gut bewiihrte Methode ist und die Queeksilber- 
dasjenige Verfahren ist. welehes mich tiberhaupt zur 
findune des Histidins geftihrt hat. 

Nach dem dialektischen Kreisprozef\ des Herm 3S. Friinkel] ist 
nach die Darstellungsweise des Histidins wieder im Wesenthichen die alte 


Sitzungsberiehte der kel. preukischen Akademie d. Wissensc:: 
Berlin, April 1896. — Diese Zeitschr., Bd. NATL S. 176. 


2) Monatshefte d. Chemie, Bd. 24 S. 229. 


Notiz zur Konstitution des Histidins. 
(Zur Arbeit von Herrn Sieemund Friinkel.) 
Von 
Fritz Weigert. 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Juli 1903) 


Herr Fréiinkel stellt auf Grund seiner Untersuchungen tiber das 


Histidin'; zwert moOegliche Konstitutionsformeln fiir dasselbe auf: 


HN—CH, HN—CH, 

| | 

 G—NH, 
— — (COOH 


Dieselben stehen jedoch beide nicht mit dem experimentellen Befund 
in Kinklang, da das Histidin optiseh aktiv ist und beide Formelbilder 
kein asymmetrisches Kohlenstoffatom enthalten. Nach den Untersuchungen 
von Herrn Friinkel wiire die Formel des Histidins demnach = zuniichst 
nur in COOH aufzulésen, da die Stellung der einzelnen 
Atomgruppen am Pyrimidinring noch nicht sichergestellt ersecheint. 


') Monatshefte fiir Chemie, Bd. 24, 229 (1903 


fro 
| 
AR 
: 
| 
: 


Bemerkung zur Abhandiung von H. Scholz. 
Diese Zeitschrift. Bd. AXNAVIT, Heft 5 u. 6. 


Von 


Herm. Hildebrandt. 


(Der Redaktion zugegangen am 9, Juli 1903.) 


In seinen «Beitriigen zur Frage der Entstehung des Indicans im 
Tierkérpers hat H. Seholz auch memer Abhandlung ') an zwei Stellen, 
S. 522 u. 530. Erwiihnung getan. Ich habe s. Z. festgestellt, da dic 
toxische Wirkung der subkutan injizierten Oxalsiiure stiirker ist,*) wenn 
das Versuchstier (Kaninchen) nur mit Hafer gefiittert wird, als bei Zugabe 
von Kalk zum Futter: ich erklére diese Verschiedenheit darmit, dafv bet 
Kalkzufuhr die injizierte Oxalsiiure leichter unschadlich gemacht wird, 
was beim nur mit Hafer genihrten Tiere weniger leicht stattfinden kann, 
well infolge des Gehaltes des Hafers an Oxalsiiure der Kalkvorrat der 
Giewebe erschOpft ist. Dieser Zusammenhang ist ein etwas anderer, als 
Sch. auf S. 522 angibt. Auf S. 530 erwihnt Sch. meine Angabe, daf 
als Folge der Oxalsiiureimjektion beim mit Hafer geniihrten Kaninchen 
Indicanurie eintritt, hier aber direkt unrichtig, indem er schreibt, ich 
hiitte angenommen, daffy die vermehrte Indicanausscheidung auf den 
Oxalsiituregehalt des Hafers zuriickzufiihren set. Ich mufte das Auftreten 
der Indicanurie mit der Injektion der Oxalséiure in Zusammenhang bringen, 
da Peuroseh’) eine solehe gar nicht bei Fiitterung mit Hafer nach- 
wersen konnte. Da nun Sch... wie aus der Fufinote S. 3384 hervorgelit, 
ber Haferfiitterung im Gegensatze zu den Angaben von Peurosch fast 
stets hohe Indicanwerte findet. so wird zuniichst dieser Widerspruch 
aufzukliren sein, 


Diese Zeitschr., Bd, XXAV, S. 141 ff. 
Lc. S. 


NROnigsberg L877. 
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Uber den Eisengehalt des Tierkorpers. 
Von 
Max Schmey. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Juli 1903.) 


An die beantwortung der Frage nach dem Eisengehalt 
unserer Nahrungs- und Genubmittel, sowie der Dinge, die aus 
rein’ Wissenschaftlichem Interesse Bedeutung fiir uns haben, 
ist man verhiiltnismabig spit erst herangetreten. Man kann 
aber keineswegs sagen, dal diese Frage jetzt vollkommen be- 
antwortet ist, so dab weitere Untersuchungen zwecklos wiiren. 
Fast alle dlteren Untersuchungen wurden titrimetrisch ausgefitihrt, 
ein Weg, der ber der mangelhatten Beschaffenheit der damaligen 
Reagentien durchaus nicht als einwandsfrer bezeichnet werden 
kann. Die erste Untersuchung, ber welcher nur der Eisengehalt 
in den verscliedensten Stoffen bestimmt wurde, stammt von 
Boussignault.4) Er hat im Blute von Rinde und Schwein, 
im Fleisch verschtedener Tiere und in anderen Nahrungsmitteln 
den Gehalt an Eisen bestimmt und fand folgenden Gehalt 
pro LOO 


von meg 
Fleisch und Fisch 0.0015 —0,0372 
Milch 

Hithnereier 0.0057 
Epidermisgebilde 
Exkremente  O.0004—O,0138 
Fritchte und Biiitter 
Wein und hier 109 
Wasser —O,0028 


Kinen eigentiimlichen Fund von Eisen) machte sodann 
Vasse.2) und zwar in Milzen eines iilteren Pterdes. Er fand 
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dort zahlreiche gelbliche Korner eingelagert, die sich nicht in 
Kali, nicht in Essigsiiure lOsten und fast den Hauptbestandteil 
der Pulpa bildeten. Sie betrugen fast 5°/o der trockenen Pulpa 
und fanden sich vierma!l reicher bei dlteren als bei jungen 
Tieren. Diese Korperchen bestanden im wesentlichen aus 
Kisenoxvd mit etwas phosphorsaurem Eisen und einer organi- 
schen Substanz. Sie fanden sich nur in der Pulpa: das Milz- 
venenblut, die farblosen  Zellen, die) Lymphkorperchen, das 
Balkengewebe, sie alle waren fret von ihnen. 

Den Eisengehalt) im Blute und im Muskel eines wirbel- 
losen Tieres bestimmte wieder bousstgnault.%) In 100 Blut 
der gewoOhnlichen gelben Gartenschnecke fand er: 

53,9099 0 Trockensubstanz, 0,767°9,0 Asche 0.00069 °/o Eisen. 

Im Muskelfleisch (ohne Darm) der gelben Gartenschnecke 
bestimmte er: 

Trockensubstanz 15.120. Asche Eisen 0,001176° 0, 

Wie in der Milz bei itlteren Pferden konnte Nasse#) auch 
Im Knochenmark, ganz besonders im Mark der Rippen, die 
bereits beschriebenen Korner nachweisen, Im Mark von anderen 
Prerdeknochen traf er sie nur sparsam an. Sie fanden sich 
ausnalimsweise in der Schilddriise, gar nicht inden Lymphdriisen 
und Ovarien. Das Mark der Knochen vom Ochsen, Schwein, 
von der Maus, vom Waninchen und Hubn wies niemals diese 
Kisenkornchen auf, sparsam fanden sie sich wieder im hippen- 
mark des Menschen, Eine ganz eigentiimliche Stellung nimmi 
ber dieser Frage der Hund ein. Bald strotzte sei Mark von 
Kisenkornern, bald fehlten diese ganz. 

Den Eisengehalt von Harn und Milch bestimmte Magnier 
de Souree.?) Er bestimmte pro Liter Harn den Eisengehalt 
beim vesunden Manne zwischen 8 und 11 me und glaubt, dal 
das Eisen im Harn in’ Verbindung mit Extraktivstoffen 
vorkomint. 

ber der Milch konstatierte Magnier de Source, dali 
beim Gerinnen nur ?ys des Eisens in den Molken bleibt. withrend 
45 mit dem Casein austiillt. 

Mit der Eisenbestimmung in der Galle beschiiftigte sich 
Young,®) Er fand volumetrisch mit) tibermangansaurem 
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den Eisengehalt) der Galie von Ochsen fiir 100° Gewichtsteile 
in Bestimmungen O,00306 bis 0.0062 Eisen, beim Menschen 
in 6 Bestimmungen von 0.0115 bis 0.0039, im Mittel 0.0065 Eisen 
fiir 100 Gewichtsteile Galle. Im Mittel wiirden nach dem Eisen- 
eehalte LOO Gewichtsteile Galle 1.598) Gewichtsteilen Hiimo- 
elobin’ entsprechen, wenn man, wie Verfasser es fiir wahr- 
scheinlich halt, annimmt, dab der reiche Eisengehalt) der Galle 
aus zersetztem Hitmoglobin herstammit. 

Auch Kunkel?) bestimmte den Etsengehalt in der Galle 
und fand in 160 com Hundegalle 


0.006 Fe oder 
O.0086 Fe 


Den Eisengehalt in Blutextravasaten erforschte gleichfalls 
Kunkel.$) In einem kiinstlich durch Arteriotomie an der inneren 
Schenkelfliiche eines Kaninchens erzeugten Extravasate bestimmete 
Kunkel den Kisenoxydgehalt mit 5,4°/o der Trockensubstanz. 
Dieser hohe Gehalt des) Extravasates an Eisen erkliirt sich 
daraus, daB das Eisen im Extravasat weniger rasch fortgetiihrt 
wird als die organischen Zersetzungsprodukte. 

In Fiillen bestimmte Hamburger®) den Eisengehalt 
im Pferdefleisch und fand pro 100° 2 


+.987—),064 meg. 


Uber den Kisengehalt von pathologischen Organen legen 
eleichfalls eine grobe Anzahl von Bestimmungen vor. 
land ber 10 Analysen den Eisengehalt der Leber zwischen 
0.0313 und 0,614 meg in 100 Teilen Trockensubstanz. den der 
Milz zwischen) 0.0329 und 0.0268) egleichfalls auf 1000 Teile 
Trockensubstanz bezogen. In zwei normalen Fallen (Tod durch 
Schiidelfraktur und Tod durch Ribwunde am Kopf; fand Stahel 


in der Leber in der Milz 
O167 mg Q.217 mg 


In drei Fallen (lenale Leukiimie, totale Aniimie. Fett- 
herz mit Marasmus) war der Eisengehalt’ der Milz geringer als 
der der Leber: er betrug 
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fiir die Milz Leber 
0.0329 102 
O.614 
0,062 


In eimem Falle stellte sich der Eisengehalt dar: 

Milz 0.063: Leber Herz 0.0255: Galle 
SPUrWelse, 

Kinmal fand Verf. 0.060% Fe in der Calle. 

leh bemerke, dal diese Bestimmung iiber den Eisengehatt 
des Herztleisches die emzige ist, die ich in der ganzen Literatur 
auffinden konnte. 

In einem Falle von Leukiimie stelite auch. v. Bemmelen?) 
Untersuchungen tiber den Eisengehalt der Leber an. Er. fand 
in 100 ¢ Leber: 

Anorganische Stotfe 18.9% Asche 1,17° und Eisen 
dei. 0.055°%0 der Trockensubstanz. 

In einem Falle von Zuckerharnruhr fand Quincke?) 
den enormen) Eisengehalt) von 3.607°o0 der Trockensubstanz 
in der Leber. Dieser Befund veranlabte Zaleski.'3) einem 
Palle yon Diabetes mellitus den Eisengehalt’ im den eimzelnen 
Oreanen zu bestimmen. Er kam dabei zu folgenden Resultaten : 


Blut Leber Milz Knochen Pankreas  Gechirn 


Trockensubstanz O.3708  O.0685 0.2240. 0.0171  O.OL66 
frisch . . O0742 | 0.0165 | 0.0521 | 0.0147 | 0.0125 | 0.0042 


Kinen Gehalt der Organe. insbesondere der 
Leber, hat also Zaleski in diesem Falle von Diabetes mellitus 
nicht feststellen kOnnen, 

Untersuchungen tiber den Eisengehalt) der Mileh legen 
auber der von Bunge. die ich noch erwihnen werde, von 
M. A. Mendes de Lion?!) vor, der speziell den Kisengehal! 
der und Fravenmilch mit) einander verglich. fand 
den Eisengehalt der Kuhmilch hoher als den der Frauenmilch., 
aber Schwankungen unterworfen, die unabhiingig von dem le- 
halt an Fett und festen Substanzen der Milch sind. Er fand 
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bet Kuhmileh in 1000 mg Asche 2.85—6.5 mg Fe = 1.9 bis 
5.6% 0 der Milchasche und bei Frauenmileh mg 
in 1000 mg Asche = 1.01—5,.2°, derselben. 


Uber den Eisengehalt von Leber und Milz liegen eine 
Reihe wichtiger Arbeiten vor. 

Malassez und Picard? spiilten von der Milzarterie eine 
Milz mit Kochsalzlosung vollkommen aus und fanden sie dann 
frei von Eisen. 

und Pernon?!*); bestimmten den Eisengehalt der 
Leber- und Milzzellen. Sie isolierten die respektiven Zellen, 
wuschen sie mit: physiologischer WKochsalzlOsung so lange aus, 
bis das Waschwasser spektroskopisch kein Hiimoglobin mehr 
erkennen lef: die Waschfliissigkeit wurde dann abgegossen, 
der diinne Zellenbrei durch Zentrifugieren von der anhiingenden 
Fliissigkeit’ befreit und in dem restierenden Brei der Eisenge- 
halt auf 100 Teile Trockensubstanz bestimmt. Wiaihrend= die 
Leberzellen von Ochsen und Kiihen (tragenden) denselben 
Misengehalt besitzen, ist der der Leberzellen vom Foetus sehr 
viel als der der erwachsenen Tiere. Der Eisengehalt 
variiert allerdings ziemlich stark verschiedenen Ent- 
wicklungsstufen. Der Reichtum an Eisen in der fotalen Leber 
nimunt allmihtich ab und erreicht im Laufe der 5.—6. Woche 
die definitive Norm. 

Im Gegensatz zu den Leberzellen zeigt sich ein Unter- 
<chied im Eisengehalt) der Milzzellen ber Kiihen und Ochsen. 
Die Milzzellen der WKiihe sind etwa Omal reicher an Eisen als 
die yon Ochsen. Dagegen sind wieder die Milzzellen von Foten 
wus der letzten Schwangerschaftsperiode auberordentlich arm 
on kisen, sie sind etwa Omal iirmer oan Eisen als die von 
Qchsen und 7Omal iirmer als die von Kiihen. ber Neuge- 
horenen nimmt der Gehalt an Eisen zuniichst noch ein wenig 
ab und erhiilt sich dann die ersten zwei Monate auf derselben 
Hohe. um dann erst bis zur Norm anzusteigen, 

Mit derselben Materie beschiiftigte sich auch Kriiger: 
auch er isolierte die betreffenden Zellen, wusch sie mit) physio- 
logischer KochsalzlOsung, bis sich kein Hiimovlobinstreiten spektro- 
=kopiseh zeigte, und kam zu folgenden Resultaten: 1. Der Bisen- 
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gehalt der Leberzellen von Foten ist ein) sehr hoher, er ist 
Durehsehnitt gréber als der erwachsener Tiere. 
2. Der Eisengehalt der fotalen Leberzellen ist) in den ver- 
schiedenen Entwieklungsstadien der Foten verschiedener 
und nimmt vom Beginn der Schwangerschaft bis etwa zu Ende 
der ersten Hiilfte stetig ab, steigt dann wieder empor und er- 
recht 3—+4 Wochen vor der Geburt ein Maximum. Von da 
ab bis zur Geburt sinkt der Eisengehalt) plotzlich wieder und 
erhiiilt sich withrend der ersten Woche nach der Geburt auf 
annidhernd derselben Hohe. 3. Der Eisengehalt) der Leber- 
zellen von WKiilbern aus der ersten Woche ist) ca. 7mal so 
als der erwachsener Tiere, nimmt im Laufe der ersten 
Lebenswochen stiindig ab und diirfte in der 5.—b6. Woche den 
Wert erreicht haben. den die Leberzellen erwachsener Tiere 
aufweisen. Der Eisengehalt der Leberzellen erwachsener 
Tiere zeigt viel geringere individuelle Schwankungen als der 
dey Foten und Kiilber. 5. Ein nennenswerter Unterschied im 
Kisengehalt der Leberzellen von Ochsen und tragenden 
Kithen ist meht vorhanden. 6. Die Milzzellen von Foten aus 
dev letzten Zeit’ der’ Schwangerschaft im Vergleich zu denen 
erwachsener Tiere sind sehr arm an Eisen. 7. Der Gehalt 
der Milzzellen an Eisen nimmt nach der Geburt weiter ab 
und erhilt sich withrend der ersten 2 Monate auf anniihernd 
derselben Hohe. 8. Es ist ein deutlicher Unterschied im Eisen- 
vehall der Milzzellen von Ochsen und Kiihen vorhanden, die 
ersteren sind Smal iirmer an Fisen. 9. Tragende und nicht 
tragende Tiere weisen denselben Eisengehalt) auf. 10. Der 
Kisenvehalt der Milzzellen erwachsener Tiere unterliegt groberen 
Schwankungen als der der Féten und Kiilber. 

bestimmungen tiber den Eisengehalt von Leber und Milz 
tihrien sodannm auch Guillemot und Lapieque?®) aus. Nach 
ihren Beobachtungen unterliegt der Eisengehalt von Leber und 
Milz eroben. scheinbar regellosen Schwankungen.  Verfasser 
fiir die Kaninchenleber im Mittel 0.04° 00, ftir die 
Hundeleber 0.098 0 an. Die Leber des Igels hat einen hohen 
Kisengehalt. bet 8 miainnilichen fanden sie O,47 ° oo. 
oo und O15° beim Schwein O18 00 und 0.21 ° oo. 
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Ein Hund. an akuter Peritonttis gestorben, hatte 0.105 
2? andere nach létiigigem Hungern O,145° 00 und 0.095 ° oo. 
Bei Miinnern stelllen sie Mittel O.25° 00, ber Weibern 
0.09" Fe in der Leber fest. Die Milz junger Tiere fanden 
auch sie sehr arm an Eisen, 

Eine grofe Reihe von Eisenbestimmungen der Leber 
machte sodann Zaleski?) Diese Untersuchungen haben den 
Vorzug, dab sie an sorefaltig ausgespiiiten Lebern ausgefiihrt 
wurden. Die Trockensubstanz bestimmte Zaleski. indem= cr 
Kleine Leberstiickchen, nachdem sie durch Filtrierpapier ober- 
fliichlich abgetrocknet waren, im Luttbade ber der Temperatur 
von 110° C. so lange trocknete, bis zwei nach LO Stunden 
aufeinanderfolgende Wiigungen keinen Verlust) mehr kousta- 
tieren leben. 

Im Durchschnitt betrug das Trockengewicht 14.36% der 
friseh abgewogenen Leber. 


Prozentgehalt an Fe 
in der Leber 

in der frischen in der trockenen 
Substanz Substanz 
Hund Stunde alt... O.3907 
Kaninchen hungernd. . . 0.0308 
Anaem. pernic...... O.6237 
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In zwei Arbeiten bestimmte Zaleski?!" ??) auch den Eisen- 
eehalt im blutfreien Muskel. In beiden Fiillen handelte es sich 
um gleichaltrige Katzen von einem Wurfe. In beiden Filler 
eelangten zur Untersuchung die Muskeln der Kreuz-, becken- 
und Sitzbeingegend, im zweiten Falle jedoch waren dem Tiere 
vor der Tétung 0.0560 Fe als Ferrum natriotartaricum intra- 
venos injiciert worden. Die Analvse im ersten Falle ergab: 

0.00240 Fe im trischen, 

0.0206° 0 Fe im trocknen 
Muskel: die Analyse im zweiten Falle ergab: 

Fe im frischen, 

0.00730 Fe im trocknen 
Muskel: also weniger als im ersten Falle, wo kein Eisen bei- 
eebracht war. 

Katz?%) hat eme WReihe von bestimmungen tiber den 
Kisengehalt) der verschiedensten Tiermuskeln ausgefiihrt. Er 
ermittelte, auf 100 Trockensubstanz bezogen, Eisen nach- 
stehender Menge: 


Menschen 0.09385 Katze 0.0372 
Schweime Huhn O.0295 
hind O.1019 Froseh 0.0339 
Kalb 0.0356 Sehellfisch 0.03800 
Hirsch Aal O.OL4S 
Kaninchen 0.0233 | Hecht 0.0302 
Hund | 


Kinige hochbedeutsame Aufschliisse uber die Aufnahme 
des Kisens in den Oreanismus des Sftuglings und Verbin- 
dung damit einige Eisenbestimmungen wichtigerer Nahrungs- 
mittel hat uns mitgeteit. Nach Bunge ist der 
Kisenvehalt) der Mileh auffallend gering im Vergleich zu den 
anderen Nahrunesmitteln. Er fand 100 Trockensubstanz 
Von 

Blutserum 0) 
Hiihnereiweih Spur (Bunge) 
(Dunee) 
1.7 (Boussingault) 


Kuhmileh (bunge) 
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Frauenmileh J 34 (Bunge) 
Hundemileh 3.2 (Bunge) 
Weizen DD 
Kartotfel 6.4 (boussingault) 
Erbsen 6.6 (Schmidt) 


Weibbohnen 8.3 (boussingault) 


Krdbeeren ibunge) 
Linsen Q5 (Boussingault) 
Apfel 15.20 (boussingault) 
Kidotter 10.4-235.9 (Socin) 
532.7) (Bunge) 

39.1 (boussingault) 


Schweineblut) 226 (Bunge) 

Hiimatogen (Bunge) 

j(Zinoffsky u. 
Jaquet). 


Himoglobin 34 


Aus dieser Tabelle ist) ersichtlich, dab alle) wichtigeren 
Nahrungsmittel einen hoheren Eisengehalt) haben als die Milch. 
A prior hiitte man das Gegenteil erwarten miissen, weil die 
Milch fiir die) Ernithrune eines wachsenden Organismus be- 
stimmt ist, welcher zum Aufbau der cisenhaltigen Organe und 
Gewebe mehr Eisen braucht als der erwachsene Organismus, 
der nur den vorhandenen Eisenvorrat zu behaupten hat. Der 
eeringe Eisengehalt der Milch muff um so mehr befremden, 
alle anderen anorganischen Nahrungsstoffe der) Milch 
cenau in dem Verhiiltnis enthalten sind, als der Siiugling sie 
zum Wachstum braucht. Es kommen niimlich nach Bunge 
100 Gewichtsteile Asche: 


Neugeborener 
Hundemilch 


11.42 | 14.98 
Na,O S80 
Ca) 29.92 21.24 
Me) 1.82 
FeO, 0.72 0.12 
PO. 39.42 
C| 8.55 
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Wenn wir also yom Eisengehalt absehen, so ist) das 
relative: Verhiiltmis der Gbrigen Aschenbestandteile nahezu das 
vleiche, Die Zweckmiabigkeit dieser Ubereinstimmung ist olfenbar 
darin zu suchen, dab dadurch die grébtmoégliche Sparsamkeit 
erzielt wird. Der miitteriiche Organismus gibt nichts ab, was 
vom Siugling nicht: verwertet werden kann. Jeder Uberschut} 
an einem Bestandteil wiire verschileudert. 

Diese ganze wunderbare Zweckmitbigkeit scheint nun aber 
vollstiindie vereitelt zu sein durch den geringen Eisengehalt der 
Milchasche: er ist sechsmal geringer als der in der Asche des 
Siuelings. Somit scheint der miitterliche Organismus von allen 
anderen anorganischen Bestandteien dem Siiugling sechsmal 
soviel abzugeben, als er braucht. Nur kann zum Aufbau 
der Organe verwendet werden, °/6 sind verschleudert. 

Die Losung dieses scheinbaren Widerspruches ist die, dat 
der Siitugling bet der Geburt einen grofen Eisenvorrat fiir das 
Wachstum seiner Gewebe mitbekommt. Die folgenden Zahlen 
beweisen, dab der Eisengehalt des Gesamtorganismus ber der 
Geburt am hochsten ist und mit dem Wachstum des Tieres 
almihlich abnimmt, Nach Bunge kommen auf 1 kg Korper- 
gewicht am: 

Kaninchen, gleich nach der Geburt 0.1195 Fe 


14 Tage alt 0.0441 

Hund, 10 Stunden 0.1120 
3 Tage 0.0964 

0.0749 

Kaize, 0.0687 
0.04069 


baunge kam oes nun des weiteren darauf an, all- 
mahliche Abnahme durch eine lingere Zahtenrethe festzustellen. 
nimlich seine teleologische Annahme richtig, so miibte 
niin erwarten, dal der Eisenvorrat, den der Saugling bei der 
Geburt mitbringt, gerade in dem Momente erschopft ist, wo er 
von dev ausschlebluchen Milchnahrung zur eisenreicheren Nahrung 
iiberveht, Diese Annahme ist tatsachlich richtig. Ber den Bestim- 
mungen verfuhr Bunge wie folet: Das Tier wurde mit Ather ge- 
totet und sofort gewogen, daraufan der Oberflache von anhaftenden 
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Unreinlichkeiten mit Wasser und Seife gereinigt, mit destilliertem 
Wasser abgespiilt und der ganze Darmtractus vom Osophagus 
his zum Anus herausgeschnitten, gewogen und vom Gewicht 
des ganzen Tieres abgezogen. Mesenterium und Gefiibe blieben 
im Tier. Die ermittelten Resultate fiir Kaninchen und Meer- 
<chweinchen sind nun folgende: Auf @ Korpergewicht 


kamen Milligramm Eisen beim WKaninchen im Alter von 


1 Stunde 18.2 2? Tagen 
Tag 13.0 3,2 
Tagen 9.9 2% 3,4 
7,5 35 
i | 4.2 
7 6.0 41 
1] 74 4.6 
13 


Ks kamen beim Meerschweinchen auf 100° @ Koérper- 
gewicht Milligramm Eisen im Alter von 


6 Stunden 6.0 Tagen 
1} 2 Tagen D4 | 22 
) 57 4,9 
9,2 


Die Kaninchen niihren sich wiithrend der ersten zwet 
Wochen ausschlieBblich von Muttermilch. Um = die Mitte der 
dritten Woche beginnen sie neben der Milch Vegetabilien zu 
fressen. Die vierte Woche ist dann auch die Zeit, wo der 
Kisenvorrat verbraucht ist und der relative Eisengehalt des 
KOrpers auf dem Minimum angelangt ist. Mit} der nun be- 
ginnenden Aufhahme der eisenreichen Vegetabilien beginnt auch 
der Eisengehalt des Koérpers wieder zu steigen, 

Ganz anders die Meerschweinchen. Diese fressen schon 
um ersten Tage Vegetabilien und zwar mit Vorliebe die sehr 
elsenreichen Bliitter, und an den folgenden Tagen spielt die 
Milch nur noch eine untergeordnete Rolle neben der Pflanzen- 
hahvung. Dementsprechend haben die Meerschweinchen bei der 
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Geburt einen sehr geringen Eisenvorrat in ihren Organen aut- 
gespeichert. 

Fir Kanichenwtirfe gibt Bunge zur selben Frage 
folgende Zahlen an. 


Wurt | Wurf Il 


| | Absolute | Menge | Absolute! Menge 
rper- Kisen- | Eisen in Rory | Kisen- | Risen 
| 

Alter | gewicht menge lw g Alter | gewicht | Menge in 10) 
| lim ganzen  Korper- | jim ganzen| Kirper- 
| | Tier | gewicht | Tier gewicht 

g 

| 

| | | 
| 1 Stde.| 521 | 95 | 182 

| 

1 Tag 7.2 13.9 

- Tage! 100.5 124 
| 
6 Tage DOS = 
—- | — 13 Tage, 166.9 70 | 45 
— 17, | 105 4.3 
22 Tage | 1585 | 69 | — 
24 Tage! 2956 | 9.4 32 
| 444.9 19.9 | 
Tage 5396.6 16.7 42 | 
HOFO | — | 


Man ersieht also, die absolute Eisenmenge sich in 
der Zeit’ der) Milchnahrung bis zum 24. Tage nur wenlg iin- 
dert. Das Korpergewicht wiichst beim zweiten Wurfe um das 
Sechstache. Dementsprechend sinkt der prozentische Eisenge- 
halt auf Das ist der’ Moment, wo der bei der Geburt 
mitgegebene Eisenvorrat) erschépft ist. Nun beginnt die Aul- 
nahme der eisenreichen Vegetabilien, damit wiichst der Eisen- 
eehalt proportional dem) Korpergewicht. 

Uber die Bedeutung des Eisens bei der Blutbildung. iiber 
seine Aufnahme und Ausscheidung legen einige grofere Arbeiten 
vor. Die Frage, ob Eisen vom Darmtraetus aus resorbiert 
wird oder micht, wurde auf zwer Wegen zu beantworten ver- 
sucht. Meist) wurde die Menge des eingeftihrten Eisens mit 
der vom Organismus wieder ausgeschiedenen Menee verglichen. 


: 

: 


Uber den Eisengehalt des Tierkdrpers. 227 
oder aber es wurde der Gehalt der verschiedenen Organe an 
Eisen nach Darreichung von Eisen bestimmt. Die erste Gruppe 
yon Untersuchern kam stets zu dem Resultate, dab fast alles 
Eisen mit dem Kote wieder ausgeschieden wird, und nur mini- 
male Mengen zur Aufnahme gelangen. Dieses Resultat hat fiir 
uns nichts Uberraschendes mehr, seitdem wir wissen, dai das 
Metall im Duodenum aufgenommen und durch das Colon wieder 
ausgeschieden wird. SchhieBlich wandte man die mikrochemische 
Reaktion zur direkten Beachtung der Resorptionsvergiinge an, 
Fiihrten auch die Resultate der friiheren Arbeiten zu keiner 
einmiitigen) Auffassung, so glaubt) man doeh, dali das Metall 
vom Organismus aufgenommen, sehr bald aber wieder ausge- 
schieden wird. Durch die Arbeiten Hamburgers?*) wurde 
diese Lehre ins Wanken gebracht. Da er nach Eisendarreichung 
keine Vermehrung des Harneisens, auch keine vesteigerte Aus- 
<cheidung durch die Galle oder die Darmwand fand, dagegen 
fast die ganze Menge wieder im Kote ersclien, so schlob er, 
dai nur minimale Mengen zur Resorption gelangten. Und als 
bunge?*) behauptete, dab nur das in der Nahrung als eine 
komplizierte Verbindung enthaltene Eisen zur Resorption ge- 
langt, erfreute sich diese Hypothese jahrelang emer fast allge- 
meinen Anerkennung. Nur wenige Autoren wie v. Harnack?>) 
glaubten dem Eisen eine andere Rolle zuschreiben zu mitissen. 
Krst durch neuere Arbeiten wurde die Ansicht Bunges wider- 
lest. Macallum?®) wies mikrochemisch die Wege nach, wie das 
per os gereichte Eisen in den Epithelien des Ditnndarms zur 
Resorption gelanet. Hall?) fand gleichfalls Eisen resorbiert 
den Epithelien des) Duodenum, namentlich Milz und 
Leber. Gaule*®) fand eleichfalls nach Darreichung von ver- 
diinntem Eisenehlorid und Carniferrin Eisen resorbiert im Diinn- 
darm durch die zentralen Lymphgefiibe der Zotten. Er glaubt, 
dab das anorganische Eisen sich im Magen mit einem Kohle- 
hydrat paart, dab diese Verbindung im Diinndarm wieder zer- 
fallt, dab sich das Eisen dann in den Lyinphbahnen mit einem 
Liweibkorper zu einer organischen Verbindung vereinigt. Hoeh- 
haus und Quincke*®) fanden, Eisen ausschlieblich im 
Darm resorbiert und durch die Lymphbahnen den Mesenterial- 
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driisen zugefiihrt, vielleicht zum Teil auch durch die Blutgefiibe 
aufgenommen wird. Honiegmann®) erbrachte den Nachweis 
fiir die Resorption des Eisens beim Menschen. Hoffmann?) 
fand, dab nach Eisengaben im WKnochenmark, Milz, Lymph- 
driisen, Nieren Kisen in groberen Mengen als sonst gefunden 
wird, und nimmet an, da’ dem Knochenmark durch die Blutbahn 
Kisen zugefiihrt wird. 

Smirski') fand bet normalen Meerschweinchen  stets 
eine Eisenreaktion im Duodenum und zwar entweder Eisen als 
feine Partikelchen in den Epithelien oder an die Leucocyten 
eebunden, ber eisenarmer Nahrung schwand das Eisen aus 
den Epitheiien, blieb jedoch an die Leucoeyten gebunden, bei 
eisenreicher Nahrung stieg die Menge der Kisenpartikel in den 
pithelion des Duodenum und in den Leuecocyten. Durch die 
Kpithelen der Zotten gelangt das Kisen in die blutgefabe, wird 
dort von den Phagocvten aufgenommen und gelangt mit ihnen 
In die Leber. 

Auch Abderhalden®; wies nach, dab nach Ver- 
fiitterung sowohl von anorganischem Eisen, als) aueh nach 
Darreichung von Himoglobin oder Hiimatin das Duodenum, 
im iibrigen Diinndarm nur die Solitiirfolikel und Peyerschen 
Plaques, ferner das Coecum und der Dickdarm eine positive 
Reaktion caben, ebenso die Mesenterialdriisen, die Leber. 
Milz und ganz sehwach auch die MuskelIn. Bunge hat nach- 
vewlesen, dab neugeborene Kaninchen bedeutend reicher an 
Risen sind als die erwachsenen.  Dasselbe ist durch die Ver- 
suche von Hall mit Carniferrin und von E. Salkowski?* 
mit paranuclemsaurem Eisen speziell fiir die Leber nachge- 
wiesen,  Letzterem gelang es, durch 10tigige Fiitterung mi 
paranuclemsaurem Eisen den Eisengehalt der Leber ansehntich. 
Im Maximum ebwa auf das Dreifache, zu steigern, Die Steigerung 
war wesentlich hoher, als wenn andere Eisenpraparate verwandt 
wurden, Er fand in 100 Trockensubstanz der Kaninchen- 
leber ohne Eisenfiitteruneg 
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Milligramm Fisen. Wurde wahrend 10 Tagen 0,25 paranuclein- 

saures Eisen = 0,095 Eisen dann stieg der Eisenge- 


halt auf 


bei Darreichung von Of paranucleinsaurem Eisen — 0,022 Eisen 
war der Gehalt an Eisen 

Wurde 0,5 Eisenatmidalbum, = 0.021 Eisen verfiittert. so war 
der Kisengehatt 

41.78: ber 0.90 Ferratin = 0,004 

Es fragt sich, ob auch andere Oreane diese Fithigkeit 
der Aufspeicherung von Eisen besitzen, ganz besonders die 
Muskeln, welche ihrer groben Masse nach, auch wenn diese 
nur wenig entwickelt ware, doch erhebliche Mengen 
von Eisen aufspeichern Konnten. Diese Frage bildet) neben 
anderen den Gegenstand meiner Untersuchungen. Die Grund- 
lave derselben bildet) die Feststellung des Eisengehaltes der 
roten und weiben Muskeln, die darum ein besonderes Interesse 
haben, weil in der Regel der ganze Eisengehalt) des Muskels 
den Gehalt an Muskelfarbstolf = Blutfarbstolf 
wird. Die Anregunge zu diesen Untersuchungen verdanke ich 
Gehemrat Prof. Dr. EL Salkowski, dessen liebens- 
wirdiger Unterstiitzung ich mich bei meinen Arbeiten ertreute 
und dem ich an dieser Stelle geziemend meinen verbindlichsten 
Dank abstatten will, Im Anschlub an diese Versuche fiihrte 
ich dann noch eine grofere Reihe von Eisenbestimmungen bet 
den verschiedensten Muskeln und Oreanen aus. 


Methode. 
Die zu untersuchenden Muskeln oder Oreane, meist ca. 
genau abgewogen, wurden fein zertelit) ino absoluten 
A\kohol gebracht, der sich in breiten Glasst6pselzvlindern befand : 


gig 
Qs Ss? 
1 | os 
3 Nee 
NEN 


oe 
250) Max Schmey, 


die Quantitét des im = ganzen angewendeten Alkohols  betrug 
etwa 150 com. Waren so die Vorbereitungen getroffen, so 
konnte die Veraschung behiebig lange aufgeschoben werden: 
mindestens blieb die zu untersuchende Masse zwei Tage unter 
Alkohol, hitufig linger. Zur Veraschung wurde die in Alkoho| 
aufbewahrte Substanz auf eimem nicht angefeuchteten asche- 
freien Filter gesammelt. die am Glase hiingenden Reste mit 
Alkohol auf das Filter gespiilt, dann der Filterinhalt mit Ather 
cewaschen. Die gesammelten alkoholisch-iitherischen Ausziige 
wurden verdunstet und der) Platinschale verascht. Nach 
dem Erkalten wurde das Filter samt der Organmasse in die- 
selbe Platinschale gebracht, nach einigem Stchenlassen in der 
Lutt ber geringer Wiirme getrocknet, dann verkohlt. Die er- 
kaltete WKohle wurde mit) dem Achatpistill verrieben, die an- 
hiingenden Reste mit aschefreiem Filtrierpapier abgewischt und 
in die Schale gebracht. dann stirker geeliiht. Die NKohle ver- 
brennt auch ber stundenlangem Gliihen micht volistiindig. 
wurden daher  stets zur vollstiindigen Veraschung 7-—S ¢ 
Salpetermischung in die Schale gebracht, mit Hilfe eines Glas- 
stabes gut durchgemischt (der Glasstab mit etwas Filtrierpapier 
abeewischt) und geschmolzen. Die Schmelze wurde in Wasser 
eelost, die Losune filtriert. Das Filtrat war stets vollkommen 
eisenfrer: es brauchte daher nicht) beriicksichtigt zu werden. 
Das sorgfiltig gewaschene Filter mit Inhalt wurde getrocknet 
und in derselben Platinschale verascht. Der Riickstand loste 
sich stets leicht und vollstiindig in Salzsiture beim Erwiirmen, 
miftnter unter Zuriicklassung von Spuren von Filterkohle und 
sandigen Substanzen. Um diese zuriickzuhalten und etwa vor- 
handene Kieselsiure Abscheidung zu bringen, wurde in 
jedem Falle die salzsaure Losung auf dem Wasserbade ver- 
damptt, eimige Zeit: ber 110—120° getrocknet, nach dem Er- 
kKalten aufs neue in Salzsiiure gelost, die Losung verdiinnt, 
liltriert und nachgewaschen. Das Filtrat wurde mit) cem 
Dinatriumphosphatlosung (NasHPO,) versetzt, mit NH, alkalisiert, 
dann mit Essigsiiure angesiiuert, die gelatindse Ausscheidung 
von Ferriphosphat niichsten Tage abfiltriert, gewaschen. 
getrocknet, gegliiht und gewogen. Das Filtrat vom Ferriphos- 
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phat erwies sich beim Stehenlassen nach Zusatz von Ammoniak 
und Schwefelammon stets absolut) eisenfrei.  Siimtliche Ver- 
suche wurden gleichmiébig ausgefiihrt. Es ist dies genau die- 
<elbe Methode, wie sie Salkowski bet seinem bereits erwiihnten 
Versuchen gebraucht hat. 

Ich brauche nicht) zu erwiihnen, dab alle verwendeten 
Reagentien absolut eisenfrei waren. Die Trockengewichte 
wurden, soweit sie nicht von mir selbst bestimmt sind, aus 
den erwihnten Arbeiten enthommen, 


Versuch. 
Rote Kaninchenmuskulatur. 

Aus der Riicken-, Schenkel-, Nacken- und Brustmuskulatur 
eines frisch getoteten Kaninchens wurden die tiefroten Muskeln 
verarbeitet, 

Das Trockengewicht betriigt 25,17°/o frischen Mus- 
Kulatur, 

Das Analysenergebmis fiir Eisen war foleendes : 


Berechnet auf 100 frische Muskel als: 


Oxyd 
O.00137 92 
lm Mittel: O.00196 

berechnet auf 100 Teile trockenes Fleisch als: 

Eisen Oxyd 
(OOS 
0083 
lin Mittel: 


Analytische Belege. 


1. 1040 ¢ rote Kaninchenmuskulatur 241 ¢ Trockensubstanz 
vaben 
O.000-4 Ferriphosphat 
O.00015 Fe OOOLEE Fe’ o 
bezoven auf frische Substanz 
= 0.00021 Fe,0, = 0.00202 Fe,0," 5 
0.0062 Fe! o \ 


hezogen auf trockene Substanz. 
O.0087 J 


Hoppe-Seyler's Zeitschrift physiol. Chemie, XXNIX, 
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2. 10,92 ¢ frische. rote Kaninchenmuskulatur = 2.53 ¢ Trocken- 
substanz vaben 
0.0004 Ferriphosphat 


0.00015 Fe = ().00137 Fe®/o 

eZOZeN au riscne Ssupstanz 
O.0059 \ 


(),0083 J bezogen auf trockene Substanz. 
HW. Versuch. 
Weilse Kaninchenmuskulatur. 
Zum Versuche wurden aus der Muskulatur der Schenkel, 
des Riickens und der Brust die hellsten Partieen benutzt. 
Das Trockengewicht betriigt 23.17 °)o der frischen Substanz. 
Das Analvsenergebnis fiir Eisen war folgendes: 
berechnet auf 100 Teile weibe Kaninchenmuskulatur als: 


Kisen Oxyd 
0.00123 QO.0017S 
O.00160 
Mittel: 0.00118 Q.00169 


Berechnet auf Pelle trockene Kaninchen- 
muskulatur als: 


Kisen Oxyd 
1. QO.0053 QO.0077 
0.0049 O.0069 
lm Mittel: O.0051 0.0073 


Analytische Belege. 


3. 14.60 ¢ weike Kaninchenmuskulatur == 3.38 ¢ Trockensubstanz 
gaben 
Q,0005 Ferriphosphat 
O.OO0TS Fe O.001238 Fe? o 
0.0053 Fe? o 
0.0077 Fe,0,°/0 J 


, 


4. 13.12 ¢ weike Kaninchenmuskulatur = Trockensubstanz 


bezogen auf frische Substanz 


bezogen auf trockene Substanz. 


caben 
Ferriphosphat 
0.00015 Fe = Feo \ 
0.00021 FeyO, 0.00160 
0.0049 
0.0069 J 


bezogen auf frische Substanz 


bezovgen auf trockene Substanz. 
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Il. Versuch. 
Rote Schweinemuskulatur. 

Von frisch gesehlachteten Schweinen gelangte regelmibig 
der Zwerchfellpfeiler zur Untersuchung. 

Das Trockengewicht betriigt 27,11° o der frischen Mus- 
kulatur. 

Das Analysenergebnis fiir Eisen war folgendes: 

serechnet auf 100) Teile frische rote) Schweinemusku- 
latur als: 


Oxyd 
2. O.00345 
O.00446 44 
Im Mittel: O.00395 O.0057 I 


Berechnet auf 100 Teile trockene rote Sehwememusku- 
latur als: 


Oxyd 
O.0127 
= 0.0257 
Im Mittel: 45 O.0210 


Analytische Belege. 


5. 2615 ¢ frische, rote Sehweinemuskulatur == 7.08 ¢ Trocken- 

substanz gaben 
0.0024 Ferriphosphat 

= 0,0009 Fe = 0,00345 Feo \ 

0.0013 Fe,0, = 0.00498 Fe,0,%o J 

0.0127 Feo \ 

= 0,0183 Fe,O,” 

6. 20,20 ¢ frische rote Schweinemuskulatur = 5.48 ¢ Trocken- 


bezogen auf frische Substanz 


bezogen auf trockene Substanz. 


substanz gaben 
0.0024 Ferriphosphat 

== 0.0009 Fe = F 
0.0013 Fe,0, = 0,00644 
= 0.0164 Fes \ 
= 0,0237 Fe,0,°/o § 


ke? 

bezogen auf frische Substanz 


bezegen auf trockene Substanz. 


IV. Versuch. 
Helle (weilfse) Schweinemuskulatur. 
Die Muskeln, die beim Schweine tiber dem Kreuzbein. 


resp. der Lendenwirbelsiiule liegen, zeichnen sich hitufig, wenn 


17 * 
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auch ber weitem nicht immer, durch eine helle grauweibe bis 


wehbe Farbe aus, 


ber dem groben Material, welches mir auf 


dem hiesigen stidtischen Schlachthofe zur Verfiigung steht, fiel 


es mir nieht 


schwer, derartige helle Schwetnemuskulatur in 


ausreichender Menge zur Untersuchung zu bekommen, 


Das Trockengewicht betriiet 27.11% 


Das Analysenergebuis fiir Kisen ist folgendes: 


Berechnet auf Peile 


, 


Im Mittel: O.0G455 


frische Schweimemusku- 


Oxyd 


Q.00722 


Berechnet auf  Teile  trockene weibe Schweine- 
muskulatur als: 
Oxvad 
OPS O.0266 
Mittel: 
Analytische Belege. 
7. & Trische. weike Schweinemuskulatur = 5.95 ¢ Troeken- 


caben 

0.0026 Ferriphosphat 
Fee o \ 
O.0688 Fe,Q,% 0 


hezoven auf frische Substanz 


0.0235 Fe,O,° 


\ 
hezogen auf trockene Substanz. 


S. 18.00 frische wehbe Schwetnemuskulatur = 4.88 Trocken- 
substanz gaben 
Ferriphosphat 


Fee o \ 


Fe 
bezoven auf friseche Substanz 
0.00722 Fe,0," 0 J 


OOPS Fee 
bezogen aul trockene Substanz. 
ke 
V. Versuch. 
Rote Huhnermuskulatur. 
Von frisch Hilmern wurde die Muskulatur der 
Schenkel zu eden Versuchen benutzt. 
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Das Trockengewicht betriigt 51.620 9 der trischen Substanz 
Das Analysenergebnis fiir Eisen war folgendes : 


Berechnet auf 100 Teile trische rote Hiihnermuskulatur als: 


Kisen Oxve 
1. TD 
Im Mittel: 0.00526 


Berechnet auf 100) Teile trockene rote Hithnermusku- 
latur als: 


Oxyd 
=. 
Im Mittel: 


Analytische Belege. 


2950 ¢ frische. rote Hihnermuskulatur 935 ¢ Trocken- 
substanz gaben 


0.0026 Ferriphosphat 


0.0009 Fe 
bezoven auf frische sSubstanz 
OOOLE Fe t - 
Fe" o \ 
hezoven aul trockene Substanz. 
o 
10. POAS frische. rote) Hihmermuskulatur O37 ¢ Trocken 


substanz gaben 
Ferriphosphat 


0.0007 Fe O.00347 Pe: | 
’ hezoven aul trisehe Substar 

OOL09 Fees \ 


bezoven aul troekence Substanz 


Vi. Versuch. 
Weilse Hiihnermuskulatur. 
Z7u den Versuchen wurde stets Brustmuskulatur von 
frisch geschlachteten) Hihnern benutzt, 
Das Trockengewicht betragt 31.622 5 der trischen Substanz 
Das Analysenergebnis fiir ist folgendes : 
Berechnet auf Teile trische weibe 
latur als: 


: 
ay 
= 
bag 
Neh 
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Eisen Oxyd 
1. 0.00468 
O.Q0509 
Im Mittel: O.00548 O.00488 


Rerechnet auf 100 trockene weife Hihnermusku- 
latur als: 


Eisen Oxyd 
O.0148 
0.0179 
Im Mittel: O.01635 


Analytische Belege. 
11. POSS « frische. Hihnermuskulatur = 9.43 ¢ Trocken- 
substanz gaben 
0.0026 Ferriphosphat 
Ke O.00302 o 


“oO 
Op gS Fre, 0 


\ 
| bezogen auf frische Substanz 


hezogen auf trockene Substanz. 


12. 17.70 © frische. Hithnermuskulatur = 5.59 ¢ Trocken- 
substanz gaben 
Ferriphosphat 


O.0007 Ke == (003831 Fe®/o \ 
vezogen auf frische Substanz 
O.Q009 FeO, O.00426 
O.0126 Fe®o \ 
hozogen auf trockene Substanz. 


J 


Vil. Versuch. 

Muskel von Kaninchen ohne Rucksicht auf die Farbe. 

Von einem frisch getoteten Kaninchen kamen die Muskeln 
der Schenkel, des Nackens, der Brust und des Riickens ohne 
Riicksicht auf ihr Aussehen, doh. rote und weibe Muskulatur 
gemeinsam, zur Untersuchung. 

Das Trockengewicht betriigt 23.17° 9 der frischen Substanz. 

Das Analvsenergebnis fiir Eisen ist’ folgendes: 

Berechnet auf frische Substanz als: 

Kisen Oxyd 
OOO 


|: 
1 
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Berechnet auf 100° Teile trockene Substanz als: 
Kisen Oxyd 
OL. 
Analytische Belege. 
13. 30.12 ¢ frische Kaninchenmuskulatur 6.98 ¢ Trockensubstanz 
caben 
Ferriphosphat 
0.0005 Fe —- \ 
bezogen aul frische Substanz 
re, O.O0252 reg ) f 


0.0072 Fe®os 
bezogen auf trockene Substanz. 
J 


Vill. Versuch, 


Dtinn- und Blinddarm von gewohnlichen Kaninchen. 

Der ganze Darmtraktus von frisch get6teten) Kaninchen 
wurde aufs soregfiiltigste geremnigt. Der Diinn- und Blinddarm 
wurden entweder in Spiritus aufbewahrt und dann verarbeitet 
Nr. 14). — Das Trockengewicht betriigt diesem Falle 
36.62% 9 — oder Diinn- und Blinddarm wurden nach griindlicher 
Remigung nur 2 Tage in absoluten Alkohol gebracht und dann 
verarbeitet. Das Trockengewicht des frischen Darmes (Nr. 15) 
betriigt 15,72°/o. 

Das Analysenergebnis fiir Eisen ist’ folgendes : 

Berechnet auf Teile frische Substanz als: 


Kisen Oxyd 
O.O0739 
Im Mittel: 0.00554 
Berechnet auf 100 trockene Substanz als: 
Kisen Oxyd 
1.5 
Im Mittel: 0.0242 
Analytische Belege. 
Diinn- und Blinddarm aus Spiritus 2.97 Trocken- 


ibstanz vaben 
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O.00LE Ferriphosphat 
O.0005 Fe Fees \ 


bezogen auf frische Substanz 
O.0008 FeO, O.00985 


Fees 
0.0269 o 
SAL frischer Diinn- und Blinddarm == 1.27 Trocken- 


bezovgen auf trockene Substanz. 


substanz gaben 
OOO [2 Ferriphosphat 


bezogen auf friseche Substanz 
O.0006 0.00739 J 
0.0315 Fe®/y 


hezoven auf trockene Substanz. 
0.0472 


IX. Versuch. 

Muskel von Kaninchen, die eine Zeit hindurch mit Eisen- 

praiparaten gefiittert waren. 

vollkommen gesunde, gut eutwickelte) Kanincher 
erhalten 10 Tage hindurch tiglch je paranucleinsaures 
deo he Eisen in Gestalt des von Salkowski her- 
gestellten Praparates Triferrin. Um sicher zu sein, dab die 
Tierchen das Praparat auch omit) aufhihmen, wurde ihnen 
dasselbe frithmoreens mit wenig, aber fein. zerhacktem 
eereicht,  Nachdem dieses Futter aufeefressen war. wurde 
Nahrung verabfolgt. Da die Freblust, wie tiberhaup! 
das ganze Verhalten der Tierchen durch das Priiparat in keine: 
Weise nachteiig beemflibl wurde. so durfte ich auch sicher 
sein, dab das Praparat so eut wie vollstindig von den Kaninchen 
verzehrt worden wi, 

Das Trockengewicht der Muskulatur betriigt 25.17° 9 de 
frischen Substanz. Die Resultate der Untersuchungen fithre ich 
von jedem) Waninchen gesondert an, 

Das Analysenergebnis. fiir Eisen beim ersten Kaninchen 
ist folvendes : 


berechnet auf frische Muskulatur als 


Misen Oxyd 
7 


Macaig 
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Bereehnet auf 100 Teile trockene Muskulatur als 


1. 0.0113 
| 
OO 
Im Mittel O.0004 O12 4 


Analytische Belege. 
16. 30.60 ¢  ftrische  Kaninchenmuskulatur 
substanz gaben 
0.0020) Ferriphosphat 
0.0008 Fe 000265 Fe? ezogen auf frische Substar 
0.0153 Fe’ o 
f 


7. SbOt © frisehe Kaninchenmuskulatuy 


bezogen auf trockene Substanz. 


substanz gaben 

Ferriphosphact 

Fe - Fe’ \ 

= 0.00085 Fe,0, == 0.00269 f 
= QUOSI Fe” 

= 0.0116 Fe,0,% 


frische Kaninchenmuskulatur == 7.37 ¢ Trocks 


bezogen auf troekene Substanz. 


substanz gaben 
0.0016 Ferriphosphat 
O.Q0059 Fe OOOTSS Fe \ 
0.00085 == O.00267 
Fee. 
0.0115 Fe,0,° J 


bezogen au trockene Substanz. 


bezoven auf frische Substanz 


Das Analysenergebnis fiir Eisen vom zwelten Kaninche: 


Ist foleendes: 


Berechnet auf 100 Perle frische Substanz als 


Misen 

Berechnet auf 100 Perle trockene Substanz als 

| 


Im Mittel  @.0077 
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Analytische Belege. 
19. 30.5 frische Kanincehenmuskulatur == 7.07 g  Trocken- 
substanz gaben 
Q.0016 Ferriphosphat 
—= Fe - OOOLIS Fees 
Fee o 


OOL20 J 


bezogen auf frische Substanz 


bezogen auf trockene Substanz. 


20. 3045 frische Kaninchenmuskulatur == 7.05 Trocken- 
substanz gaben 
Ferriphosphat 
Fe - Fes 
W.0007 0.00230 Fe,O," f 
Q.0071 


bezoven auf frische Substanz 


bezogen auf trockene Substanz. 


X. Versuch. 
Dunn- und Blinddarm von Kaninchen, die eine Zeit hindurch 
mit Eisenpraparaten gefuttert waren. 

Der Darmtraktus der beiden oben erwiihnten Kisen- 
kaninchen» wurde in der Weise zur Untersuchung benutzt, dab 
Diinn- und Blinddarm nach sorefiiltigster Reinigung verarbeitet 
wurden. Das Trockengewicht fiir den frischen betriigt 
15.72% 0, fiir den in Spiritus aufbewahrten 86.62%. Auch 
hier gebe ich wieder die Resultate fiir die beiden Kaninchen 
an. 

Das Analysenergebnis fiir Eisen beim Darm ersten 
Naninchens ist foleendes: 


Rerechnet auf 100 Teile frische Substanz als 


Misen Oxvd 
1. O.00890 
0.01077 
Mittel O.0O730 0.00983 
Berechnet anf 100) Teile trockene Substanz als 
Kisen Oxyd 
0.0253 O.O304 


Im Mittel O.03516 O.0439 


= 


Uber den Fisengehalt des Tierkorpers. 241 


Analytische Belege. 


Pt. 11.24 frischer Blind- und Diinndarm vom ersten Etsen- 


kaninchen = 1.76 ¢ Trockensubstanz gaben 
O.W20 Ferriphosphat 
— O07 Fe == 0.00623 Few o 
bezogen auf frische Substanz 
Fe,O, = O,00890 Fe,O,° 
O.039S Fe? 0 ‘ 
\ bezogen auf trockene Substanz. 


0.0568 Fe,O,° 0 J 
22) &.34 ¢ Blind- und Diinndarm von demselben Eisenkaninchen, 

die eime Zeit hbindurch verdiinntemn Alkohol aufbewahrt) waren 

299 ¢ Trockensubstanz gaben 

Ferriphosphat 

= 0,0007 Fe 0.00838 
= 0,0009 Fe,0, = 0,01077 FeO," 
= 0.0234 Fe” o 

0.0301 Fe,0,° 0 f 


auf frische Substanz 
bezogen auf trockene Substanz. 


Das Analvsenergebnis fiir Eisen des Blind- und Diinn- 
darms vom zweiten Eisenkaninchen ist) folgendes : 


Berechnet auf 100 Teile frische Substanz als 


Eisen Oxvd 
I. 
O00 495 
lm Mittel 0.00145 O.0063 
berechnet auf 100 Teile trockene Substanz als 
Kisen Oxvd 
I. 0.0255 0.0574 
O.O3514 0.0440 
Im Mittel 0.0288 O.0 409 


Analytische Belege. 

23. 10.0d 
Los ¢ Trockensubstanz gaben 

O.0012 Ferriphosphat 

Fe - Fee \ 

0.0006 Fe,0, == 0.00597 Fe,O,° 0 


frischer Blind- und Diinndarm vom Eisenkaninehen 


hezovgen auf frische Substanz 


W0253 Feo 
pezogen auf trockene Substanz. 
0.0379 Fe,O," f 
frischer Blind- und Piinndarm vom Eisenkaninchen 
Troekensubstanz gahben 


Fernphosphat 


ety 
EPS 
pe 
a 
=: 
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O.O005 Fe 0.00493 Fe®o \ 
bezogen auf frische Substanz 


ips bezogen auf trockene Substanz. 
= 0.040 Fe,0,% 0 f 


NMI. Versuch, 
Zur Zeit werden sogenannte Eiseneier» vom Hiihnerhot 
Kisen-ki in den Verkehr gebracht. In dem Prospekte, welchen 
der genannte Hihnerhof unterzeichnet Dr. Sonder. versendet, 
heibt es wortlich: 

Wir bringen mit anseren Eisenciern ein billiges Naturprodukt an den 
Markt. das dev Arztewelt und dem Publikaum ¢leich angenehim sein diirfte 

Durch eme lange Rethe von Fiitterungsversuchen ist es uns 
eelungen, das Hiihnerer zum Triger von Medikamenten ino wirksame: 
Menge zu und zwar haben wir uns eimen Stamm von Hihnern 
cezoven, deren Erer den hohen Durchschnittsgehalt von ea. 40 me Eisen 
pro aufweisen., 

Die letzten Analysen der vereidigten Chemiker Dr. Vogtherr und 
Dr. Lohmann-bBerlin ereaben 

Fe,O, mg im Fi 
Fe,O, mag tn 

Altere Hithner geben bis zu 50 mg, jiingere bleiben zaweilen jy 
einem Eisenvehalt von 20 bis 25 me stehen. Das gewohniiche Hiihnere: 
Eisen in nennenswerter Menge nicht.» 

Nach einem auf die Ubelstiinde, die sich be 
Darreichune der gewohnlichen Eisenpraparate gegen Bleich- 
sucht ete. ergeben. fahrt Dr. Sonder in seinem: Prospekt fort: 

Allen) diesen Ubelstinden begeenen wir amit) der Einfiihrun 
unserer physiologischen Eiseneter. 

Diesclben enthalten das Eisen micht allein organischer Ver- 
bindung als sondern organischer lebenstiihiger Forn 
Das Fisener blerbt durehaus bruttihie. Die Aufnahme dieses dureh der 
TierkOrper organisicrten Kisens seitens des menschlichen Korpers gen! 
sowell unsere Erfahbrungen reichen, elatt. vollstiindig und ohne jegiiel 
Nebenerscheinung und StOrung von statten. tm iibrigen unterscheide: 
sich die Eiseneier weder im Geruch. noch im Geschmack. noch dure 
sonst ireendwelehe Merkmale von frischen, von besi- 
efiitterten Hihnern Erern: nur dem Feimsehmecker wird d: 
volle, kriiftige. an Kibitzerer erinnernde Gesehmack des Eigelbs unser 
Miseneirer angenelin autfallen. Die Zubereitune derselben ist) ebenta! 
cenau dreselbe, wie ber gew6bnlehen Erern., 

Beziivlich seies Kisengehalts entspricht em physiologisches Eisen 


vans abeesehen von seiner vollstiindigen Verdauunystiihigkert 


‘Sars 
S32 ty 
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den chemischen Eisenmedikamenten etwa bis 2 EfMfoffeln der all- 


cemein bekannten fliissigen Eisenpriiparate. 

Was die Wirkung unserer Eiseneter anbetrifft, so ist) dieselbe in 
den wenligen von uns” bisher beobachteten  Fiillen eime  veradezu 
elinzende gewesen. 

Da sich eine Reihe Von Professoren unl Leitern erster Kranken- 
hiiuser lebhaft fiir unsere Eisencier interessieren, so werden 
yon unbeterligter Seite Verdffenthchungen zu erwarten stehen., 

Von den von unbeteiligter Seite in’ Aussicht gestellten 
Veroffenthichungen ist mir eine zugiinelich gewesen. Lost ver- 
Ofrenthcht in der Therapie der Gegenwart einen Aulsatz iiber 
Kisentherapie mit Bemerkungen fiber die Eiseneier. einen 
Reterat tiber diese Arbeit in den Schmidtschen Jahrbiichern 
heibt es: 

Neueste sind Eiseneier, doh. die dureh besondere 
Fiitterung der Hiilmer wesentheh eisenhalliger geworden sein solien als 
die gewohnlichen. Das Kisen ist tm Ei micht als geldstes 
Salz vorhanden, sondern als Hittinatogen. als nucleoalbuminartige Ver- 
bindung: und da man ein Ei nicht enweif- oder hiiinatogenrercher machen 
kann. kann man ihm auch micht cinen héheren Eisengehalt geben. 

Mir selbst standen zwei Eiseneier> th Originalpackung, 
heide versehen mit cinem mattrosa Stempelaufdruck Kisenei 
zur Verttigung, 

Das Analvsenergebuis der beiden Eier fiir Eisen gebe ich 
sesondert fiir Gelb- und Weibel, 

Das Trockengewicht fiir Eiweib betriigt 10°" fiir Eigelb 
der frischen Substanz. 

Das Analvsenergebuis ftir Eiweib ist folvendes: 


Berechnet auf 100 Tele frische Substanz als 


Eisen 
1. O.G048S8 OW OOT1O 
0.00453 
lr Mitte! 0.00470 


Berechnet auf trockene Substanz als 


Kisen Oxyd 
> 
Imm Mittel 0.0426 


: 
4 
wre 
= 
. 
hed 
: 
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Analytische Belege. 
PA, ¢ == 2.25 ¢ Trockengewicht gaben 
0.0050) Ferriphosphat 
bezozen auf frische Substanz 
0.0016 FeO, oJ 


Fees 


_ bezoven auf trockene Substanz. 
FeO," 0 J 


2 
26. Eiweil’ — 2.87 Trockensubstanz eaben 
Ferriphosphat 
bezogen aul frische Substanz 
0.0018 Fe,0, == 0.00627 J 


= (),04593 Fe 

hezozen auf trockene Substanz. 
— ().0623 Fe, i,” 

Das Analysenergebnis fiir Eisen der beiden Gelbeier ist 
folvendes: 


Berechnet auf 100 frische Substanz als 


Misen Oxvd 
V.O1O62 0.01487 
0.01435 
lm Mittel O.O1029 O.01460 
Berechnet auf 100 Teile trockene Substanz als 
Risen Oxyd 
0.0251 0.0325 


0.0216 0.0512 


Mittel O.0225 O.O317 


Analytische Belege. 


Poa. Eigelb = 6.50 ¢ Trockensubstanz gaben 
0.0040 Ferriphosphat 


bezoven auf frische Substanz 
0.0021 Fe,0, = 0.01687 Fe,0," 0 J 


O.02351 Feo 


0.0823 FeO,’ 0 f 


hezovgen auf trockene Substanz. 


Poa, 16.05 ¢ Kigelb = 7.38 © Trockensubstanz gaben 
Ferriphosphat 


= Fe Kee 
bezogen auf frische Substanz 
OOP 16 ) 
hexoven auf trockene Substanz. 
O.0312 
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Das erste Eisenel (Kinzelversuch 25 und 25a) enthielt also 
O.00357 

Das zwelte Eisenei (Kinzelversuch 26 und Poa) enthielt 


MIL. Versuch. 


Die Nachricht von den Eiseneiern und dem Getliigelhof 
-Eisenei> erhielt ich, withrend ich meine Fiitterungsversuehe mil 
‘Triferrin an Kaninchen anstellte. Da der Hihnerhof gleichfalls 
Kisenpriiparate an Hiihner verftitterte, um den Eisengehalt de: 
Kier zu erhohen, so lag fir mich der Gedanke nahe, festzustellen, 
ob vielleicht das Fleisch der Hiihner aus Oldesloe (dort) be- 
findet sich der Hiihnerhof) eisenreicher ist, als das Fleisch 
gewOhnlicher Hiihner. Ich wandte mich daher schriftlieh an 
den Besitzer des Hithnerhofes «Eisenei» mit der Bitte, mir 
eins seiner Eisenhtihner, selbst wenn es verendet sein sollte, 
zur Feststellung der erwiithnten Moéeglichkeit) zu iiberlassen. 
Meiner Bitte wurde entsprochen. Ich erhielt aus Oldesloe ein 
verendetes Huhn. Allerdings mufi das Tier schon sehr lange 
krank gewesen sein; denn ein derartig abgemagertes und 
elendes Kadaver habe ich noch nie in Hiinden eehabt. Es 
celang mir mit Mihe und Not, im ganzen ca. 9O @ Fleisch 
von dem Skelett loszulosen., 

Das Analysenergebnis fiir Eisen bei dieser Hiihnermus- 
kulatur ist folgendes: 


Berechnet auf 100 Teile frische Substanz als 


Kisen Oxval 

O.004933 0.00649 

0.003582 0,005 41 
Im Mittel O.00437 O.0O0016 
Jerechnet auf 100 Teile Trockensubstanz als 
Kisen Oxyd 

0.0155 

O71 


Im Mittel O.O13Ss 


4 
< 
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: 
a 
: 
Pete 


te 
we 
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Analytische Belege. 
27. SOM Muskel des verendeten Eisenhuhns = 9.61 ¢ Trocken- 


Substanz gaben 
O.0040 Ferriphosphat 


\ 


bezovgen auf trockene Substanz. 
FeO." f 


2 
PS. Muskel des == 9.93 ¢ Trockensubstanz gaben 
0.0052 Ferriphosphat 


evoren auf frische Substanz 
2 2 
ke 
“ hezogen auf trockene Substanz. 
Fe.0.°%o J 


Versuch. 


Iie geringen Mengen Kisen, die ich ber den bisherigen 
Versuchen ermittell hatte, gaben die Veranlassung. festzustellen, 
ob im wiisserigen Auszug der weiben Muskulatur Hiimoglobin 
spektroskopisch machgewiesen werden Kann, und wie sich der 
Kisengehalt im wiisserigen Auszuge zu Riickstand 
verhalt. 

29) PO feingeschabte weibe Hihnermuskulatur wurden 
mit ca, 20 destilliertem Wasser 24% Stunden lang ausgezogen 
und dann filtriert. Die erste Menge des Filtrats wurde in 
Reavensglase aufgefangen spektroskopisch unter- 
sucht. konnte auf diesem Wege nicht nachge- 
wiesen werden. Das Filtrat wurde eingedampft und nach der 
beschriebenen Methode auf Eisen untersucht. Es fanden. sich 
im Fultrat 

Ferriphosphat 
002 Ke 
= 00003 Fe, 
ber 100 ausgezogener Masse wiire im Auszuge ent- 
halten 
Fe 
= 0,0015 Fe,0, 
Der Filterriickstand wurde bei diesem Versuche unbe- 


riicksichtigt @elassen. 
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30. 30,79 g weibe Htihhermuskulatur, feingeschabt, wurden 
24 Stunden mit destilliertem Wasser extrahiert und _filtriert 
—erster Filterrtickstand —. Im Filtrat konnte spektroskopisch 
Hiimogloblin nicht nachgewiesen werden. Das Filtrat wird 
erwirmt, wobei es koaguliert. und zum zweiten Male filtriert. 
Die koagulierte Masse —— zweiter Filterriiekstand —— wird mit 
ea. LOU com Alkohol und 5 Tropfen Salzsiiure in einen Kolben 
gebracht, erwirmt und nochmals filtriert. Das Filtrat wird 
auf! 3 seines Volumens eingedampft und spektroskopisch unter- 
sucht. Hiimatin konnte nicht nachgewiesen werden. Eine ge- 
ringe Menge dieses Filtrats wurde im Reagensglas mit Natron- 
lauge und 3 Tropfen Schwefelammon versetzt, nochmals filtriert 
und spektroskopisch untersucht. WReduziertes Hamatin konnte 
auch jetzt nicht nachgewiesen werden. 

Der erste Filterriickstand, das extrahierte Hiihnerfleisch, 
wird nochmals mit Wasser extrahiert, dem einige Tropfen 
Ammoniak zugesetzt sind, und unter Wasserzusatz wieder 
filtriert. Das Filtrat wird nochmals erhitzt, koaguliert dabei, 
und abermals filtriert. Das Filtrat wird angesiiuert. einge- 
dampft und spektroskopisch untersucht. Hiimatin konnte aueh 
nach Zusatz von Natronlauge und Schwefelammon nicht nach- 
cewiesen werden, 

Endlich wird die sowohl mit Wasser. als auch mit Wasser 
und Ammoniak extrahierte weibe Hithnermuskulatur auf Eisen 
untersucht, 

Das Analysenergebnis fiir Eisen ist folgendes: 

berechnet auf 100 Teile extrahierte frische Substanz als: 

Kisen Oxyd 
OOF ES 
berechnet auf 100 Teile trockene Substanz als 
Misen 
O.0103 


Analytische Belege. 


30. 30.75 ¢ extrahierte weike Hihnermuskulatur = ¢ Trocken- 
ubstanz gaben 
O.002S Ferriphosphat 


Hoppe-Seyler's Zeitschrift physiol. Chemie. XXXIN. Is 
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OOOTO Fe = 0,00325 Fe?” 
O.001S O.00488 J 
bezogen auf trockene Substanz. 
Das Filtrat wurde ber diesem Versuche nicht quantitativ. aut 
Eisen untersucht. 


bezoven auf frische Substanz 


31. 47,25 ¢ weibe Hiihnermuskulatur wurden mit 55 ¢ 
destilliertem Wasser 2% Stunden lang extrahiert filtriert. 
Im Filtrat konnte nachgewlesen werden: 

O.0O1S Ferriphosphat 
— ()QO007 Fe 
0.0009 FeO, 

ber 100 ¢ extrahierter Hithnermuskulatur wiirde sich im 

Filtrat haben nachweisen lassen: 
Fe 
0.00190 FeO, 
100 ¢ Filterriickstand enthielten) an 
Misen Oxvd 
O.00D17 0.00444 

Auf 100) Teile) Trockensubstanz bezogen, enthielt) der 

hiickstand an 
Oxvd 
0.0141 


Analytische Belege. 
7.20 ¢ extralierte Hithnermuskulatur 14.9% ¢ Trocken- 


substanz gaben 
0.0040 Ferriphosphat 


Fe = Fe®%o \ 

bezogen auf frische Substanz 
O.0021 FeO, o J 
O.OL00 Fees ) 


hezoven auf trockene Substanz. 
O.OLEL FeO, J 


32. 35 femeeschabte Rindermuskulatur wurden mit 
3D destilliertem Wasser 24 Stunden lang extrahiert und 
dann filtriert. 

Das Analvsenergebnis fiir Eisen im Filtrat auf 100° ¢ 
extrahierter: Masse berechnet, betragt als 

Kisen Oxyd 
0.00429 


(> 
: 
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Analytische Belege. 
Das Filtrat der 35 ¢ extrahierten Muskelmasse enthielt 
0.0028 Ferriphosphat 
0.0010 Fe 
0,0015 Fe,0s. 
Auf 100 Teile extrahierte Muskelmasse enthielt das Filtrat an 
Bisen Oxva 
0.00286 


Das Analysenergebnis des Filterriickstandes fiir Eisen 
ist folgendes: 
Jerechnet auf 100 Teile frischen Filterriickstand als 


Kisen Oxyd 
0.0037 0.005 45 
Berechnet auf 100 Teile trockenen Filterriic¢kstand als 
Kisen Oxyd 
0153 0.022 


Analytische Belege. 
35 ¢ extrahierter Rindermuskulalur 8.47 ¢ Trockensubstanz gaben 
0.0056 Ferriphosphat 


Fe 0.00371 frische Subst 

vezozen auf frische Substanz 
0.0019 Fe,O, 000543 Fe,0,90 
0.0153 Fe °/o | 


bezoven auf trockene Substanz. 
0.0224 Fe,0,° J 


NIV. Versuch. 
In dieser Versuchsreihe habe ich den Eisengehalt) einer 
groben Reihe von Fleischarten bestimmt. 


Rindermuskel. 

Zur Untersuchung kamen Muskel des Hinterschenkels 
eines frisch geschlachteten Ochsen. Das Trockengewicht be- 
triigt 24.20% der frischen Substanz. Das Analvsenergebnis 
fiir Kisen ist folgendes: 

Jerechnet auf Teile frische Substanz als 


Kisen Oxyd 
1. 0.00740 0.01060 
O.0500 
Im Mittel  O.00665 


= 
4 
4 
> 


250) Max Schmey, 


Rerechnet auf 100 Teile trockene Substanz als 


Kisen Oxyd 
0.0506 0.0438 
O.02 ++ 
Im Mittel O.O275 O.0415 


Analytische Belege. 
33. 10¢ frische Rindermuskulatur 2.42 ¢ Trockensubstanz gaben 
.0020 Ferriphosphat 
Fe 0.00740 Fe °’s 


0.0306 Fe 


bezogen auf frische Substanz 


bezogen auf trockene Substanz. 
Fe,O,%o J 


frisehe Rindermuskulatur — 2.42 ¢ Trockensubstanz gaben 
Ferriphosphat 
bezogen auf frisehe Substanz 
Fe,0, 0.00850 | 


Fe’ o 


202 bezogen aul trockene Substanz. 
0.0393 Fe,0,° J 


Pferdemuskel. 


Zur Untersuchung gelangte Schenkelmuskulatur von einem 
am Tage vorher getéteten Plerde. Das Trockengewicht be- 
trigt 23.750 der frischen Substanz. Das Analysenergebni- 
fiir Eisen ist folgendes : 

Berechnet auf 100 Teile frische Substanz als 


Oxyd 

1. O.008 49 

0.0063 + O.00896 

Mittel 

Perechnet auf 100 Teile trockene Substanz als 

Kisen (xvd 

0.0247 

? OPHD 0.0377 

Mittel O.O256 0.0367 


Analytische Belege. 
>, frische Plerdemuskulalur —= 7.28 ¢ Trockensubstanz gaben 


Ferriphosphat 


a 
Sy 
i 
as 
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0.0018 Fe 0.00587 Fe?» 

0.0026 Fe,O, o 
0.0247 Fe? o | 
0.0357 Fe.Q, J 


bezogen auf frische Substanz 


bezogen auf trockene Substanz. 


36. frische Plerdemuskulatur 7.19 ¢ Trockensubstanz gaben 
0.0052 Ferriphosphat 
Fe Feo 
0.0027 Fe,0, 0.00896 | 
0.0265 
0.0377 Fe.0,° 


bezogen auf frische Substans 
bezogen auf trockene Substanz. 


Menschenmuskel. 

Verwendet wurde Schenkelmuskulatur eines am Tage vorher 
yverstorbenen Mannes. Das Trockengewicht betriigt 27,47 0 der 
frischen Substanz. Das Analysenergebnis fiir Eisen ist folgendes : 

Berechnet auf 100 Teile frische Substanz als 


Eisen Oxyd 
0.00793 0.01127 
Berechnet auf 100 Teile trockene Substanz als 
Oxyd 
0.0289 


Analytische Belege. 
37. 23.99 © frische Menschenmuskel = 6.58 & Trockensubstans gaben 
0.0052 Ferriphosphat 
= 0.0019 Fe OOOTIS Fe’ o 
= 0,0027 Fe,0, = 0.01127 Fe,0,° J 
O.0289 Fe? o 


bezoven auf frisehe Substan: 
bezogen auf trockene Substanz. 


Rehtleisch. 

Zur Untersuchune wurde die Schultermuskulatur eines 
Rehes benutzt, das auf der Jagd erlegt und in einem Berliner 
Wildladen feileehalten wurde. Das Trockengewieht  betriigt 
2.40 der frischen Substanz. Das Analysenergebnis ftir Eisen 
ist folgendes: 

Berechnet auf 100 Teile frische Substanz als 


Oxyd 


Im Mittel @.00278 4 


¢ 
shee 
3 
Ride 
seth 
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Perechnet auf 100 Tele trockene Substanz als 


Misen Oxyd 
l. O.OL05 
2. 0.0177 
Im Mittel O.O109 0.0167 


Analytische Belege. 


& Rehtleiseh 7.63 ¢ Trockensubstanz gaben 
0.0022) Ferriphosphat 
bezogen auf frische Substanz 
(). O.00599 FeO, J 
OOL05 Fee 
0.0157 Fe,0,%o J 


Fe 


bezoven auf trockene Substanz. 


2 
39. Rehfleisch = 7.91 ¢ Trockensubstanz gaben 
0.0026 Ferriphosphat 
OOOO Fe O.00289 Fe’ o 
bezogen auf frische Substanz 
0.00499 FeO, ° 0 


OOLLE 


bezoven auf trockene Substanz. 
OOLT7 J 


Hirschfleisch. 

Verwendung fand Brustmuskulatur cines Hirsches, der aut 
der Jagd erlegt worden war und in einem Berliner Wildladen 
zum Verkauf gelanete. 

Das Trockengewicht betragt 24.73%) der frischen Substanz. 

Has Analvsenergebnis fiir Eisen ist: folgendes: 

Berechnet aut Teile frische Substanz als 


Oxvd 

Berechnet auf Loo trockene Substanz als 

Oxvd 

O.0415 


Analytische Belege. 


30.20 ¢ Hirschtleisch == 7.47 Trockensubstanz gaben 


W.0008 Ferriphosphat 


bezoven auf frische Substanz 
0.0031 O.0L026 J 
\ bezogen auf troekene Substanz. 


O.0415 FeO," o 


PER 
ik 
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Hammeltleisch. 
Zum Versuche wurde Schenkelmuskulatur von emem 
Hammel benutzt. der am Tage vorher geschlachtet worden war. 
Das Trockengewicht betriigt 22.50° 9 der frischen Substanz. 
Das Analvsenergebnis fiir Eisen ist folgendes : 


Berechnet auf 100 Teile frische Substanz als 


Kisen Oxvd 
Im Mittel: Q.0045 


Berechnet auf 100 Teile Trockensubstanz als 


Kisen Oxvd 
1. 
Im Mittel: O.021 + 


Analytische Belege. 


tH. 30.15 ¢ frische Hammelsmuskulatar == 6.78 ¢ Trockensubstanz 
vaben 
O.0036 Ferriphosphat 
Fe = (0.00431 
rezogen auf frische Substanz 


0.0192 Feo 


hezoven auf troekene Substanz. 


42. 24.53 ¢ frische Hammelmuskulatur == 9.92 ¢ Trockensubstanz 
caben 
O.0034 Ferriphospihat 
= Fe OOO45L \ 
hezoven aul frische Substanz 
= 0.0018 Fe,0, = 0.00734 


0.0236 Fe" 


0.0526 Fe,Q,%0 


hezogen auf trockene Substanz. 


Ziegenfleisch. 


Zur Untersuchung gelanete Zwerchfellpfeiler, bezw. Nacken- 
muskulatur einer am Tage vorher geschiachteten Ziege. 

Das Trockengewicht betritgt 24.500 9 der frischen Substanz. 

Pas Analysenergebnis fiir Eisen: ist folvendes: 


Berechnet auf 100 Teile frische Substanz als 


by 
: 
x 
= 
: 
Se 


berechnet 


Max Schmey. 


Kisen Oxvd 

Mittel: O.0051 4 O07 37 


auf Verde trockne Substanz als 


Kisen Oxyd 
1. 0.0272 
» 0224 0.03527 
lm Mittel: O.0210 0.0209 


vaben 


Fe 
FeO, 
O.0196 Fe’ o 

0.0272 FeO," 


vaben 


O.OOL Ke 
- 


0.0527 ° 


Verwendet 


HM, 72 


Analytische Belege. 


frische Ziegenmuskulatur 6.62 ¢ Trockensubstanz 


4 Ferriphosphat 
ea bezogen auf frische Substanz 
bezoven auf trockene Substanz. 
frische Ziegenmuskulatur ¢ Trockensubstan: 
0.0056 Ferriphosphat 
O.00548 y 


. bezogen auf frische Substanz 
FeO. 


hezoven aut trockene Substanz. 


Hundemuskulatur. 


wurde zum Versuche die Hinterschenke!- 


miiskulatur eines ausgewachsenen Hundes, der unmittelbar 


vorher mit’ Blausiure vereittet worden war. 


Das Trockengewicht betriigh 23,58 ° der frischen Substanz 


Das Analvsenergebnis ist’ folgendes: 


berechnet 


auf LOO Tere frische Subetanz als 


Kisen Oxyd 
OW) 


Mittel: O.00483 


ON 
(022-4 Fe! 
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Berechnet auf 100 Tetle trockne Substanz als 


Kisen Oxvd 
1. Q.0285 
O.0212 O.0207 
Im Mittel: O.0205 O.0200) 


Analytische Belege. 


4), frisehe Hinterschenkelmuskulatur eines dlteren Hundes 
— 7.07 ¢ Trockensubstanz gaben 


Ferriphosphat 
= 0.0014 Fe = (0.00467 Fe” \ 
== 0,0020 Fe,O, 0.00667 Fe,0,"o J 

0.0198 Fe" o \ 
== (),0283 Fe,0,"0 J 


bezogen auf frische Substanz 
bezoven auf trockene Substanz. 


46, 30.0 frische Hinterschenkelmuskulatur eimes dlteren Hundes 


7.07 ¢ Trockensubstanz gaben 
0.0040) Ferriphosphat 
— (0.0015 Fe Fe’ 
= 0,0021 Fe,0, Q,00700 J 
0.0212 Fe" o 
0.0297 Fe,O,"o J 


bezogen auf frische Substanz 


bezogen auf trockene Substanz. 


i 


Katzenmuskulatur. 


Verarbeitet wurde die Hinterschenkelmuskulatur eines 

ilteren, unmittelbar vorher mit Blausiture vergifteten Katze. 
Das Trockengewicht betriigt 24.86 °,5 der frischen Substanz. 
Das Analysenergebnis fiir Eisen ist) folgendes: 


Berechnet auf 100 Tele frische Substanz als 


Oxyd 
O.00407 
4 
Im Mittel: 0.00400 0.00586 


Berechnet auf 100° trockne Substanz als 


Kisen Oxvd 
(0252 


a 
Ree 
TE 


POH 


ré. 


OP239 

tS, 

aben 

OOP 59 


Feo 


32.98 


Fe 
FeO, 
Fee, 
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Analytische Belege. 


e frische Katzenmuskulatur = 7.93 ¢ Trockensubstanz 
Ferriphosphat 
ee bezoven auf frische Substanz 
O.00596 J 
\ 
bezogen auf trockene Substanz. 
frische Katzenmuskulatur <= 8.20 Trockensubstanz 


0.0036 Ferriphosphat 
\ 


bezovgen aul frische Substanz 


\ 


hezoven aul trockene Substanz. 


) 


Hasenmuskulatur. 


Zur Untersuchung velangte der Vorderlauf eines auf der 
Jagd erlegten und in einem Berliner Wildladen gekauften Hasen. 
Das Trockenvewicht betriigt 24.509)» der frischen Substanz. 


Das Analysenergebnis fiir Eisen ist folgendes: 


Berechnet auf 100 frische Substanz als 


Ke 


Kisen Oxyd 
O.G063 O.Q0897 
O.QO803 
Irn Mittel: O.0050 Q.QO8D0 
Berechnet auf 100) Peile trockene Substanz als 
Risen Oxyd 
1. O,03566 
(0228 
Mittel: O.02 465 47 
Analytische Belege. 
Hasenmuskulatur 7.57 ¢ Trockensubstanz gaben 
Ferriphosphat 
hezoven auf frische Substanz 


Feo 


bezogen aut trockene Substanz. 
) 


{3 


dO, 2a.o5 ¢ Hasenmuskualatur = 7.02 ¢ Trockensubstanz 


= Fe 


Uber den Eisengehalt des Tierkérpers. 


= Fe” o 


Ferriphosphat 


= 0.0023 Fe,0, = 0.00803 FeO," 0 J 


0.0228 Fe’/o 


= 0,0528 Fe,0,°/o 


Benutzt 


wurde 


bezogen auf trockene Substanz. 


Muskulatur von Gans. 


257 


vaben 


\ bezoven auf frische Substanz 


die Schenkelmuskulatur eimer Gans, wre 


sie in der Berliner Markthalle gekauft werden. 


Das Trockengewicht betriigt 25,50° 0 der frischen Substanz. 


Das Analvsenergebnis fiir Eisen ist’ folgendes: 


Berechnet auf 100 Teile frische Substanz als 


Im Mittel: O.00465 


Kisen Oxvd 
449 
OWEN 


Berechnet auf 100 Tele trockene Substanz als 


Kisen 
O.OL76 ( 
In Mittel: ( 


al. 20.05 


cubstanz gaben 


| 


- Fe 
O.00L4 
= O.O176 Feo 


= 00274 Fe,0,' 


a2. 18.73 
substanz gaben 
Fe 

FeO, 


0.0272 


Benutzt 


O.00449 Fees \ 


Analytische Belege. 


Schenkelmuskulatur eimer Gans 


0.0026 Ferriphosphat 


O.00698 FeO. o J 


bezogen auf trockene Substanz. 


Schenkelinuskulatuy einer Gans 


Fe’ o 


0.0024 Ferriphosphat 


| 


\ bezoven auf trockene Substamz. 


of 


wurde 


Muskulatur von Ente. 


Oxyd 
O27 4 


DAL ¢ 


4.78 


Trocken- 


hezoven auf frische Substanz 


Trocken- 


\ hezoven aut frische Substanz 


zum Versuch Schenkelmuskulatur emer 


Rute, wie ste in der Berliner Markthalle feilgehalten werden, 


| 
Le 
oe 
: 
: 
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Das Trockengewicht betriigt der frischen Substanz, 
Das Analyvsenergebnis ftir Eisen ist: folgendes: 


Berechnet auf 100° Teile frische Substanz als 


Misen Oxyd 
1. 0.00976 
0.00452 
Mittel: 4 O.Q0809 

Berechnet auf 100° Teile trockene Substanz als 

Kisen Oxyd 
1. O24 7 O.03 46 
O.O160 0.0227 
Im Mittel: 0.0205 


Analytische Belege. 
& frisehe Muskel vom Schenkel einer Ente 6,07 
Trockensubstanz gaben 
0.0070) Ferriphosphat 
Ke Fe? o 
0.0021 Fe,0, 0.00976 Fe,0," 0 | 
0.0247 Feo 


0.0846 


bezogen auf frische Substanz 


| 
| hezogen auf trockene Substanz. 


Db. 26535 frische Muskel vom Schenkel einer’ Ente 
Trockensubstanz gaben 
0.0052 Ferriphosphat 
O.0012 Ke 
O.O160 Fees 
0,0227 J 


bezogen auf frische Substanz 


bezoven aul trockene Substanz. 


XV. Versuch. 


Diese Versuchsrethe umtabt die) Eisenbestimmungen des 
Herzmuskels unserer Elaustrere. 


Herzmuskel des Ptferdes. 
Verwandt wurde zum Versuche der Herzmuskel 
Prerdes, welehes am Tage vorher geschlachtet worden wat. 
Das Trockengewicht betriigt 23,75° 0 der frischen Substanz 


Das Analvsenergebnis fiir Eisen ist) folgendes: 


URS 
Ss 
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Berechnet auf 100 Tele frische Substanz als 


Eisen Oxyd 
S07 
Berechnet auf 100) Teile trockene Substanz als 
Eisen Oxyd 
O.0462 0072 


Analytische Belege. 
aD. frische Herzmuskulatur vor Pferde 7.14 ¢ Trocken- 
substanz gaben 
O.0090) Ferriphosphat 
O.0085 Fe WOTOUS 
0.0462 Fee’o \ 
0.0672 Fe,0," 0 J 


ezogen auf frische Substanz 


hezoven auf trockene Substanz. 


Herzmuskel des Rindes. 
Zur Verwendung kam der Herzmuskel eines Rindes, das 
am Tage vorher geschlachtet worden war. 
Das Trockengewicht betriigt 24.2090 der frischen Substanz. 
Das Analvsenergebnis fiir Eisen ist’ folgendes: 
Berechnet auf Teile frische Substanz als 


Kisen Oxvd 
Berechnet auf 100° Teile trockene Substanz als 
Kisen Oxyd 
0.0530 O.0408 


Analytische Belege. 
db. 30.08 ¢ frisehe Herzmuskulatur vom Rinde — 7.28 ¢ Trocken- 
substanz gaben 
0.0064 Ferriphosphat 


hezogen auf frische Substanz 
0.0034 Fe,O, O.011B0 FeO," o J 


O.0350 


bezogen auf trockene Substanz. 
0.0672 Fe,0,% 0 J 


Herzmuskel des Schweines. 
Zur Untersuchung gelangte der Herzmuskel eines Schweines, 
das am selben Tage geschlachtet) worden war. 
Das Trockengewicht betriigt 27,119 0 der frischen Substanz. 


= 
2 
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Das Analvsenergebnis fiir Eisen ist folgendes: 


Berechnet auf frische Substanz als 


Misen Oxvad 
berechnet auf Teile trockene Substanz als 
Kisen Oxyd 
| O.0520 


Analytische Belege. 


frische Herzmuskulatur vom Schweimne = 8.13 g Trocken- 
substanz vaben 
Ferriphosphat 


bezogen auf frische Substanz 
0.0026 O.00867 J 
0.0221 
| bezoven auf trockene Substanz. 


0.0320 


Herzmuskel vom Schatf. 
Z7ur Untersuchung gvelanete der Herzmuskel eines Schates, 
das am Tage yorher geschlachtet worden war. 
Das Trockengewicht betriigt 22.509/o der frischen Substanz. 
Das Analysenergebnis fiir Eisen ist’ foleendes: 


Berechnet auf Teile frische Substanz als 


Kisen Oxyd 
O.0069 
berechnet auf trockene Substanz als 
Kisen Oxyd 
.0426 


Analytische Belege. 
DS, 30.27 ¢ frische Herzmuskulatur vom Schafe = 6.81 g Trocken- 


substanz gaben 
0.0056 Ferriphosphat 


- Fe O.GO69% Fee. 
bezogen auf frische Substanz 
O.0029 0.00958 of 
O.0308 Fe? 
bezoven auf trockene Substanz. 


0.0126 FeO," J 
Herzmuske) vom Hunde. 
Zur Untersuchung velanete der Herzmuskel eines Hunde-. 


der unmittelbar vorher mit) Blausiture vergiftet worden wat 


| 
& 
| 
: 
Yet 


Vs 


Uber den Eisengehalt 


des Tierkorpers. 


Das Trockengewicht betriigt 25,58 ° der frischen Substanz. 


Das Analysenergebnis fiir Eisen ist’ folgendes: 


Berechnet auf 100 ftrisehe Substanz als 


Eisen 


Oxyd 
0.01162 


Berechnet auf 100) trockene Substanz als 


Kisen 
O.O55S 


0.0493 


Analytische Belege. 


BOLTS 
substanz gaben 


frische Herzimuskulatur vom Hunde 


7.10 ¢ Trocken- 


Ferriphosphat 


0.0024 Ke 
0.0035 FeO, 

== 0,0338 

= 0,0493 Fe,0,°/o J 


0.00797 Fe®s 
0.01162 


be 


zocen auf frische Substanz 


bezogen auf trockene Substanz. 


Herzmuskel vom Schwein. 


Zur Untersuchung gelangte der Herzmuskel eines Sehweines. 


welches unmittelbar vorher 


geschilachtet 


worden war. Das 


Herz wurde in lange Streifen geschnitten und aufs soretiiltigste 


mit destilertem Wasser ausgelauet. 


Das Trockengewicht betritet 27.80" der frischen Substanz. 


Das Analysenergebnis fiir Eisen ist) foleendes: 


berechnet 


0.00209 
O.00365 
Im Mittel: Q.00352 

Berechnet 

Kisen 
1. 
OOS 
Im Mittel: O.O119 


aul 100 frische Substanz als 


Oxyd 


auf 100 Teile trockene Substanz als 


Oxvd 


Analytische Belege. 


60). 
Trockensubstanz vaben 


30.05 


O.0026 Fer: 


ausgelaugte Herzimuskulatur vom sSehwein 


Se 

Saree 
= 
Mee 
TABS 
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OO009 Fe = (),00299 Fe/o 
bezogen auf frische Substanz 
OOLTOR 
\ bezogen auf trockene Substanz 
f 
Hl. 30.07 ¢ ausgelaugte Herzmuskulatur vom Schwein = 8,36 g 


Trockensubstanz gaben 
Ferriphosphat 
Fe — 0.00365 | 
0.0016 FeO, 0.00532 fo 
Fe? o 
5 


zogen aul frische Substanz 


bezogen auf trockene Substanz. 


Herzmuskel einer alten Ziege. 
7 Untersuchung kam das Herz eimer alten Ziege, die 
am Tage vorher geschlachtet worden war. 
Das Trockengewieht betriiet 24.50° 0 der frischen Substanz. 
Das Analysenergebuis ftir Eisen ist folgendes: 
Berechnet anf frische Substanz als 


Kisen Oxyd 
herechnet auf Teile trockene Substanz als 
Kisen Oxyd 
O02 45 O.0344 


Analytische Belege. 


62. frische Herzmuskulatur einer alten Ziege = 4,49 ¢ 


Trockensubstanz gaben 
Q.0028 Ferriphosphat 


aa bezogen auf frische Substanz 


in | 
hezogen auf trockene Substanz. 
FeO. 


Herzmuskulatur einer jungen Ziege. 
Zur Untersuchung velangte der Herzmuskel einer 8 Tage 
alten Ziege, die am Tage vorher gesehlachtet worden war. 
Das Trockengewicht betriigt 23,12 ° der frischen Substanz. 
Das Analvsenergebnis fiir Kisen ist: folgendes: 
Berechnet auf Teile: frische Substanz als 
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Berechnet auf 100 Teile trockene Substanz als 
Eisen Oxvd 
0.0133 ar 


Analytische Belege. 


65. L917 frische Herzmuskulatur einer jungen Ziege 443g 
Trockensubstanz gaben 
O.0016 Ferripbosphat 
— Fe 0.00308 Fees 
== 0.00085 Fe,O, == 0.00443 o 
- 0.0133 Fe \ 
- 0.0192 Fe,0,%o f 


bezogen auf frische Substanz 


bezogen auf trockene Substanz. 


AVI. Versuch. 

In dieser Versuchsreihe habe ich den Eisengehalt) bestimmt: 
beim Muskel vom jugendlichen Hund, bei der Leber vom jugend- 
lichen und alten Hund, beim) fotalen Schweinemuskel, bei der 
fotalen’ Schweineleber und ber der Leber des betreffenden 
Mutterschweines. 

Muskel vom jungen Hund. 

Zur Untersuchung gelangte die Schenkel-. Nacken- und 
Brustmuskulatur von zwet jungen, 2% Stunden alten Hunden, 
die tnmittelbar vorher Chloroform get6tel worden waren. 
Die Muskelmassen der beiden Tierchen wurden nicht gesondert 
untersucht. Sie wurden vielmehr vor der Untersuchung unter- 
einander gemischt und dann der Eisengehalt) bestimmt. 

Das Trockengewicht betriigt 23.58 ° der frischen Substanz. 

Das Analysenergebnis fiir Eisen ist folgendes: 

Berechnet auf 100 Teile frische Substanz als 


Misen 
lin Mittel: O.00287 


Berechnet auf 100° Tetle trockene Substanz als 


Kisen Oxyd 
>. 
lin Mittel: O,O121 
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Analytische Belege. 


- rye 
Procken- 


6% 31.68 frische jagendliche Hundemuskulatur — 


substanz gaben 
0.0026 Ferriphosphat 


bezogen auf frische Substanz 
0.0014 Fe,O, f 

O.O120 Fe’ \ 


bezogen auf trockene Substanz. 
0.0187 o J 


65. BLO3¢ frische jugendliche Hundemuskulatur = 7.52 ¢ Trocken- 


substanz gaben 
0.0026 Ferriphosphat 


Ke = Fe’. 

bezogen auf frische Substanz 

Fe®o 

’ hezogen auf trockene Substanz. 


O.O191 Fe,O,%o J 


Leber vom jugendlichen Hund. 


Untersuchung kamen die beiden Lebern von den jungen. 
Stunden alten Hunden. deren Muskel eleichfalls (64. und 
65. Kinzelversuch) untersucht worden sind. Auch die beiden 
Lebern wurden nicht gesondert untersucht. sondern feinzerhack! 
unfteremander gemischt. und dann erst wurde der Eisengehalt 
bestimint, 

Das Trockengewicht betriigt 18.90% der frischen Substanz. 

Das Analysenergebnis ftir Eisen ist: folgendes: 


Berechnet auf Perle frische Substanz als 


Risen Oxyd 
1. 426 
01537 OOP 
Mittel: 


Berechnet auf 100 Tele trockene Substanz als 


Oxyd 
q 4 O.1075 
Mittel:  O.O7S85 O.1110 


Analytische Belege. 
66, 52.95 ¢ frische Jugendliche Hundeleber = 6.23 Trockensubstan 
eaben 


Ve 
2 
: 
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0.0126 Ferriphosphat 

0.0047 Fe 0.01426 Fees 

= 0.0067 Fe,0, 0.02088 Fe,O,%o 
= (0,0754 

01075 J 


bezogen auf frische Substanz 
bezogen auf trockene Substanz. 


67. 28.63 ¢ frische jugendliche Hundeleber -= 5.41 ¢ Trocken- 
substanz gaben 
Ferriphosphat 
— 00044 Fe - 0.01537 Fe?» | 
— 0.0813 Fe» | 
= 0.1146 FeO," J 


bezogen auf frische Substanz 


yezoven auf trockene Substanz. 


Leber vom alten Hund. 


7ur Untersuchung gelangten die Lebern von drei yver- 
schiedenen Hunden, die, obwohl gesund, aus irgend) einem 
Grunde unmittelbar vorher mittels Blausiiure vergittet worden 
waren. Die Lebern wurden einzeln untersueht. 

Das Trockengewicht betrigt 14.36° 0 der frischen Substanz. 

Das) Analysenergebuis fiir bei Leber No. ist 
foloendes : 

Berechnet auf 100 Teile frische Substanz als 


Oxyd 
1. 02704 O.03867 
2. 
Im Mittel: O.02505 O.03711 
Berechnet auf 100 Teile trockene Substanz als 
Kisen Oxyd 
1, 1886 
O.247D 


Analytische Belege. 
68. 34.39 ¢ frische Leber vom alten) Hund $95 ¢ Trocken- 
substanz gaben 
0.0252 Ferriphosphat 
0.0093 Fe O.02704 Fels 
O.2698 Fe,0,%0 J 


bezogen auf friscehe Substans 


bezogen auf trockene Substanz. 
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69. 36.59 ¢ frische Leber vom alten Hund 4.97 g¢ Trocken- 
substanz gaben 
0.0232 Ferriphosphat 
Fe OOP ESE Fe? 
0.0123 0.03556 Fe,0,°0 J 


bezogen auf trockene Substanz. 
0.2475 Fe,0,° J 


bezogen auf frische Substanz 


Das Analysenergebnis von Leber No, 2 ist folgendes: 


Berechnet auf 100 Teille frische Substanz als 


Misen Oxvd 
1. O.O3718 
O.04019 
Mittel: O,O2689 O.O3868 


berechnet auf 100 Teile trockene Substanz als 


Kisen Oxyd 
0,2587 
0.2801 
lin Mittel: 0.2694 


Analytische Belege. 


70, SUEZ & frische Leber eines alten Hundes ¢ Trocken- 
substanz gaben 
0.0212 Ferriphosphat 
ke O.02589 Fe? \ 
(1801 Fee 


bezogen auf frisehe Substanz 


FeO bezoven auf troeckene Substanz. 
Boor 


Th. frische Leber emes alten Hundes ¢ Trocken- 
substanz gaben 
0.0228 Ferriphosphat 
Fe 0.02790 Fe® | 
bezogen auf frische Substanz 
Fe’ o 


bezogen auf trockene Substanz. 


Die Leber No. 2 wog 300 @: sie enthielt’ demnach: 
O.0837 Ke 
= 0,1206 FeO, 
Das Analysenergebnis fiir Eisen ber Leber No. 3 1s! 


folvendes : 


q 
Rs 
ty 
Bee 
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Berechnet auf 100 Teile frische Substanz als 


Kisen Oxvd 
O.04427 
lm Mittel: O,02877 O.O4108 


Berechnet auf 100 Teile trockene Substanz als 


Kisen Oxvd 
Q,2128 0.3043 
O.1S?6 O.PH05 
Im Mittel: O.1977 


Analytische Belege. 


72. frisehe Leber eines alten Hundes Trocken- 
substanz gaben 
0.0252 Ferriphosphat 
0.0095 Ke = 0.03096 Fe? . \ 
= 0,0133 Fe,0, 0.04427 Fe,0,°%o J 


- 0.2128 Feo 
bezogen auf trockene Substanz. 
0.3043 FeO," J 


bezogen auf frische Substanz 


73. BOWS & frisehe Leber eimes alten Hundes t$.37 ¢ Trocken- 


substanz gaben 
0.0216 Ferriphosphat 


Fe V.02659 Fees | 

t F bezogen auf frische Substanz 
Fe,0, 0.03789 o J 
O.1826 


> bezogen auf trockene Substanz. 
0.2603 Fe,0,° | 


Die Leber No. 3 wog 227 @: sie enthielt demnach 
0.0703 Ke 
O1005 


Muskel vom fétalen Schwein. 

Zur Untersuchung gelanete die) Muskulatur zweier un- 
mittelbar vor der Creburt stehender Schweinefoten, Die Muskeln 
wurden von den Knochen losgelOst, fein zerhackt untereimander- 
oemischt und dann der Eisenvehalt) bestimmt. 

Das Trockengewiecht betriigt 21.700 der frischen Substanz. 

Das Analysenergebnis fiir Eisen ist folgendes: 
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Berechnet auf 100 Teile frische Substanz als 


Kisen Oxyd 
1. OOO 0.00631 
O.Q0596 
Im Mittel: 0.0043 0.00613 

Berechnet auf Teile trockene Substanz als 

Oxvd 
0.0290 
?, 0.0274 
li Mittel: 


Analytische Belege. 


7h frische f6tale Schweinemuskulatur 6,54 ¢ Trocken- 


substanz gaben 
0.0036 Ferriphosphat 


2 \ bezoven auf frische Substanz 
0.0019 0.00631 Fe,0,%% | 
Fee, 
bezogen aul trockene Substanz. 
7). $0.22 ¢ frische fOtale Schweinemuskulatur 6.56 ¢ Trocken- 


substanz gaben 
0.005% Ferriphosphat 


bezoven aul frische Substanz 
ke? ) | 


bezogen auf trockene Substanz. 
o | 


Leber vom foétalen Schwein. 

Zur Untersuchung gelangten auch die Lebern der beiden 
eben erwihnten Schweimetoten. Die Lebern wurden gesondert 
bestimime. 

Das Trockengewicht betriigt 15,25" 0 der trischen Substanz 

Has Analysenergebnis fiir Eisen ist folgendes: 


Berechnet auf Teile frische Substanz als 


Kisen Oxyd 
1. 0.03725 
0.03749 


Mittel: O.O2606 O.03736 


j 
| 
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Berechnet auf 100 trockene Substauuz als 


Kisen Oxyd 
O.17O1 O.2497 
2. 0.2499 
Im Mittel: O.1709 


Analytische Belege. 
7H.  frische Schweimeleber 7.07 Trocken- 
csubstanz gaben 

(0265 Ferriphosphat 
Be 0.02595 Fe %/o 
O.0145 Fe,O, 0.03727 Fe,0,° J 


0.2457 Fe,0,° o 


hezoven aul frische Substanz 


bezogen auf trockene Substanz. 


77. 28.27 frische f6tale Schweineleber ¢ Troeken- 
substanz eaben 
0.0200) Ferriphosphiat 
O.OL065 FeO, O.03749 o 
OA717 Fe®’s \ 
2-494 Fe,0, J 


bezogen auf frische Substanz 


bhezogen auf trockene Substanz. 


Leber vom alten Schwein. 

Zur Untersuchung gelanete die Leber des Mutterschweins 
der Foten, deren Eisengehalt Muskeln und Leber bestimmt 
worden. ist. 

Das Trockengewicht betriigt 15.250 0 der frischen Substanz. 

Das Analysenergebuis fiir Eisen ist foleendes : 

berechnet auf 100 Teile frische Substanz als 

Kisen Oxyd 
0.02123 OLO50 08 
berechnet auf 100 Teile trockene Substanz als 
Misen (ixyvad 
1304 Of 


Analytische Belege. 


TS. frisehe Leber eimes alten Schweines 
Prockensubstanz gaben 
Ferriphosphat 


Fe 0.02123 Feo 
bezoven auf frische Substanz 
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O1394 Fe’. 


y bezogen auf trockene Substanz. 
0.1983 10 


Schlulsfolgerungen. 


Aus der Tabelle der die) Analysenergebmisse der 
weiben und roten Muskulatur von Kaninchen, Huhn und Schwein 
zusammengestellt sind, ergibt sich, dab die Farbe der Muskeln 
nicht durch ihren Eisengehalt) bestimmt wird. Wiaiahrend beim 
Kaninchen der rote) Muskel ein klein wenig eisenreicher, als 
der weibe ist, 


Muskel vo he Fe FeO, 
Kaninchen Bezogen anf 100 Teile frische [PBezogen auf 100 Teile trockene 
Substanz Substanz 
O.00T69 0.0051 0.0073 


ist beim Huhbn der weibe Muskel ein wenig cisenreicher, als 
der rote, 


Muskel re FeO; Fe,O, 
vour Bezogen anf 100 Teile frische PBezogen auf 100 Teile trockene. 
Substanz Substanz 


beim Schwein ist das Verhiiltnis das eleiche, wie beim 
d. oh. die sogenannte weibe. helle Muskulatur ist) etwas 
erenreicher, als die dunkle. rote) Muskulatur. 


Muskel FeO, ke Fe,0, 


von Schwein Bezogen anf frische Substanz Bezogen aut trockene Substan: 


Die Ditferenz im Kisengvehalt betriigt demnach beim hanin- 
chen zugunsten der roten Muskulatur. bezogen aul L000 Tere 
frische Substanz trockene Substanz 


Uber den Eisengehalt des Tierkorpers. a) 


Die Differenz im Eisengehalt) betriigt beim Huhn zu Un- 
gunsten der roten Muskulatur, bezogen auf 100° Teile 


frische Substanz trockene Substanz 
Fe FeO, Ke 
— 0.00022. — 0.00028 O.0008 


Die Differenz kisengehalt betriigt beim Schwein zu 
Ungunsten der roten Muskulatur, bezogen auf Teile 


frische Substanz trockene Substanz 
Ke Fe,0, Ke 
— O.O0060 — 0.00109 —— (0022 0.0040 


Aus der Tabelle die die) Resultate nach der Eisen- 
fiitterung veranschaulichen soll, geht beziighch der mit Triferrin 
eefiitterten WKaninchen hervor, dab die Muskeln der Kisenkanin- 
chen reicher an Eisen sind, als die der normalen Kaninchen. 
Der Kisengehalt der Muskeln beim normalen Kaninchen betrigt. 
bezogen auf LOO Teile 


frische Substanz trockene Substanz 
Ke Ke 
O.00166 0.00232 W.O100 


Die entsprechenden  Zahlen fiir das Kisenkaninchen 
No. 1 sind: 
0.00212 0.0001 O.0124 
Die entsprechenden  Zahlen fiir das Kisenkaninchen 
No. 2 sind: 
Fe,O, FeO, 
Die Differenz zwischen dem normalen Kaninehen und dem 
Kisenkaninchen No. betriiet zugunsten des Eisenkaninehens 
Fe.O, 
Die Differenz zwischen dem normalen WKaninchen und dem 
Kisenkaninchen No. 2 betraet zugunsten des Eisenkantichens 
O02? 
Die Differenzen im Eisenvehalt) sind aise nicht sehr er- 
heblich beim normalen und den Kisenkaninehen. 
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Rin wesentlicher Unterschied besteht aber in der Art. wie das 
Riven vorkomint, wihrend in der roten Muskulatur das Eisen, 
wenlvstens zum grobten Teil Form von Muskelfarbstoff — 
Hitmoglobin yorhanden ist, ist es dieser Gestalt im 
weiben Muskel tiberhaupt nicht nachzuweisen. Es gelingt jedoch, 
wie die erwihnten Versuche beweisen, den Eisengehalt der 
Muskulatur zu steigern durch eine zehntigige Triferrinftitterung, 
die, namentlich betm ersten Wantnchen, eine verhiltnismiéibig 
Steerune zur kFolee hatte. 

Die Darmmuskulatur der beiden Eisenkaninchen verhielt 
sich gegentiber derjenigen des normalen Kaninchens beziiglich 
thres Eisengehaltes nicht 

Diinn- und Blinddarm vom normalen Kaninchen enthielten 
anf 100° Teile 


frische Substanz trockene Substanz 
Ie 


Diinn- und Blinddarm vom Eisenkaninchen No. 1 enthielten. 
hezoven auf Teile 


frische Substanz frockene Substanz 
O.O0985 O.O3516 O.0439 


Diinn- und Blinddarm vom Kisenkaninchen No. 2 enthielten, 
hezoven auf Teile 


frische Substanz trockene Substanz 
Ke Ko, ), 
00445 O.O06 43 O.O288 0409 


Die Differenz im Eisengehalt zwischen der Darmmuskulatur 
des norniden Kaninchens und des Eisenkanincheus No. 1 betragt 
also zugunsten des Eisenkaninchens 

Die Differenz im Eisengehalt zwischen der Darmmuskulatur 

des normaten Kaninchens und des Eisenkaninchens No. 2 betriigt 
Fe,0, 
OO — OOOH 0.0037 


Uber den Eisengehalt des TierkGrpers. 


Dah das zweile Eisenkaninchen nicht nur keinen Zuwachs 
im Kisengehalt, sondern sogar eine Abnahme im Eisengehatt 
der Darmmuskulatur aufwetst. erkliirt sich moOglcherweise daher, 
dab dieses Kaninchen nicht am Tage der letzten Eisengabe. 
sondern erst zwet Tage spiter getotet wurde. Bei der raschen 
Ausscheidung des Eisens den Diekdarm= ist es sehr woh! 
moglich, das im Ditnndarm resorbierte Eisen nach zwet 
Tagen durch den Diekdarm wieder ausgeschieden. ja viellercht 
durch die Faeces schon ausgefithrt war. 

Der Eisengehall im Muskel eines normalen Huhnes und 
des Eisenhuhnes aus Oldesloe zeigt folgende Differenzen, be- 
zogen auf 100 Terle 

frische Substanz  trockene Substanz 
Fe,0, FeO, 
0.00137 OOLBS  O,0195 

Normales Huhn 0.00837 O,O106  O.O15 

Die Pitferenz zugunsten des Eisenhuhns betriet also 

Ke 
0.00100 42 O.00%441 
Wie weit jedoch diese Stetgerung auf die Eisenzufuhr 


mit dem Futter oder auf eine Aufspeicherung von Eisen in den 
seringen Muskelmassen des durchaus kachectischen Hulines zu- 
rauckzufithren ist, labt sieh nicht beurteiden, da ich naturgemib 
liber die Fitterungsart vom Hiihnerhof keme Auskunft erhielt. 

Was nun endlich die Eiseneier betrifft, so bleibt ihr 
Grehalt an Eisen, resp. an Eisenoxyd trotz des abnorm hohen 
Kisenechaltes, welchen das cufweist, weil hinter den im 
Prospekte angegebenen Werten zuriick, 

ln dev Tabelle HE habe ieh versucht, eine Chersicht iiber 
den Eisengehalt der verschiedensten Fleischarten zu geben. 

Nach meinen Ermittelungen fand sich der hochste Eisen- 
eehalt beim Menschen, niimlich bezogven auf Teile 


frische Substanz troackene Substanz 


Den medrigsten Eisengehbalt hat niimlich 


bezogen auf Loe Tetle 
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frische Substanz trockene Substanz 

FeO, Fe FeO, 

Die Differenz zwischen diesen beiden Muskelarten betriizt 


demnach 
Ke FeO, 


0.033 


Dem Kisengehalte nach grappiert, wiirde sich die Rethen- 


folve der verschiedenen Fleischarten folgendermabien darstellen, 


bezogven auf LOO Teile 


Frische Subtanz 


Trockene Substanz 


FeO, Ke Fe,0, 
Mensch. . . 0.01127 0.0289 0.0410 
mind. O.00955 0.0275 | 
rtera.. % O.00610 | O.0O872 0.0256 | O.0567 
Ente. . 0.00974 0.00809 0.0203 0.0256 
2-46 1 | ().00737 O.02 10 | (2904 
0.00783 0.00683 0.0205 0.0290 
Gans. . 0.00696 O.Q E82 0.0273 
Schwein . OOOF25 | | 0250) 
Katze. 0.00 F00) | O.Q0D86 | 0.0235 
Huhn. . 0.00837 0.0047 
Reh OOO F2 O.0109 O.OL87 
Kaninchen . 0.00129) O.0055 | 


Verghchen mit der von Katz cef.o.) fiir emzelne diese: 


Muskelarten 


bestimmiten Eisenmengen, 


bezogen auf LOO 


Substanz 


Trockene Substanz 


Ke 


3 


Mensch . 
Schwein. 
Rind 


Hirsch 


WO? 
40 
O.03522 


0.0765 
70 
Of pon 


Hulin O.0205 0.0492] 
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ergibt sich, dafi die von Katz ermittelten Zahlen, mit einziger 
Ausnahme der fiir den Hund ermittelten Werte. bedeutend 
hoher sind, als die von mir bestimmten. 

In der Tabelle IV habe ich die Eisenbestimmungen fiir 
die Herzmuskulatur der einzelnen Haustiere zusammenevestellt. 
Es ergibt sich die sehr interessante Tatsache, dati der Eisen- 
gehalt der Herzmuskulatur ohne Ausnahme hoher ist. als der 
Gehalt der Korpermuskulatur der betreffenden  Tierart. 
einzelnen ist das Verhiiltnis folgendes, bezogen auf Teile 


frische Substanz trockene Substanz 
Fe,0, 


Pferd 


horpermuskel: O.0U872 0.02560 


Die Differenz zu gunsten des Herzmuskels betriigt also: 


re,0, 
+ 0.00725 0.0305 
Ke FeO, 

- - 


Rind (Herzmuskel: 0.00798 0.01130 0.0830 0.0468 
ul 


0.00665 0.00955 O415 


Die Differenz zugunsten des Herzmuskels  betriigt also: 


0.00185 00055 0.0055 
Ie Fe.0, Fe FeO, 


Schwein) - 
horpermuskel: 000425  O.00675 0.0250 


Die Differenz zugunsten des Herzmuskels betriig@t also: 


Ke Fe,0, 
+ O.00192 0.0065 +- 0.0090 
Fe,0, FeO, 


jHerzmuskel: O,0069% O,GO958 0.0808 0.0426 


Schat 
Korpermuskel: 0.0043 Q.00682 0.021% 0.0303 


Die Differenz betriigt also zugunsten des Herzmuskels: 
Fed, re 
0.00263 4-0,00276 0,0094 +0,0125 
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Fe,O, Ie Fe,0, 
Hund (Herzmuskel: OQ.00797 0.0838 0.0493 
lKérpermuskel: 0.00783) 0.00683) 0.0205 0.0280 
Die Differenz betragt also zugunsten des Herzmuskels : 
Fe,0, 
+ 0.0051 % —+-0,00479 +0.0155 =-0,0203 
Ke 
0.00595 0.0245 0.0344 


Die Diflerenz betragt also zugunsten des) Herzmuskels: 
FeO, 

0.00079 40,0008 1 +-0,0085 4-0,00 45 

Der Herzmuskel einer alten Ziege ist) dagegen wieder 
erheblich cisenreicher als der emen jungen Ziege, 


Die Differenz zueunsten des Herzmuskels der alten Zieve 
betriiet demnach 
xe FeO, 
=-0.00185 +-0,00375 +0,0112 <-0.0152 
Die gleiche Erscheinune war auch, wie aus Tabelle V 
hervorgeht, bet der Muskulatur des jugendlichen und des alten 
Hundes zu konstatieren. 
Der betriiet némilich, bezogen auf 1000 Teile 
frische Substanz trockene Substanz 
FeO, Ke 


Hund alts 0.00483 0.00683 0.0205 0.0200 


jung: O.O0287 O.00446 1 O.O 

Die Differenz zugunsten des alten Hundes betriiet demnach: 
Fe,0, Fev, 

+- 0.00196 + 0.00237 --0.008% --0.0101 

Die Differenz zwischen der Schweinemuskulatia 

und der des erwachsenen Schweines ist nur ganz unbedeutend : 

und zwar zeigt sich hier das umeekehrte Verhdiltnis: die f6tale 
Muskulatur ist erenreicher als die des erwachsenen Tieres 
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Fe FeO, Fe Pe, 


\Muskel fOtal: O.00731 0.00613 O.OL98 0.0282 

Die Ditferenz betrigt demnach zuungunsten der alten 
Muskulatur 


Schwein 


be re 

— — 0.00013 — 0.0042 0.0052 

ber der Leber vom jungen und vom alten Plande und 

ber der Leber vom fotalen und vom alten Schweine zeigen 
sich die Differenzen in derselben Weise wie bei der ent- 
sprechenden Muskulatur. Die Leber des alten Hundes ist nach 
meinen Bestimmungen im Gegensatz zu Bungee und Zaleski 
eisenreicher als die des jungen Hundes, wiihrend die fotile 
schweineleber eisenreicher ist als die des erwachsenen Schweines. 
Der Eisengehalt) betriiet bezogen auf Tele 


frixcheSubstanz trockene Substanz 

a 


lLeber june:  O.01481 0.02099 0.0783 O.OLL0 
Die Dilferenz zugunsten der Leber des alten | 
betriiet demnach: 


+O1123 4--O.1476 


j Leber alt O.O2689  O.OB868 OAS72 0.2604 

[Leber jung: 0.02099 0.0783. 
Die Differenz zugunsten der Leber des alten Hundes 1 
betrigt demnach: 


Hund 


Fe,0, re), 
+0,01208 —-O.01769 --O1089 4 


Hund j Leber alt Wl: Q.O2877 0.04108 O.823 


lLeber jung: 0.02090 0.0783 OAT LO 
Die Differenz zugunsten der Leber des alten Hundes U1 
betriigt demnach: 
Fe,0, 


if 
* 
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Ie FeO. 

{Leber alt: O.OP125 O0O3018 O.159%  O1983 
Schwein 

lLeber fGtal: 0.02606 0.03736 0.1709 0.2458 


Die Differenz zugunsten der fotalen Leber betriigt demnach : 
FeO, Fe,0, 
+-O.00483 +O0,00718 0.0305 +0.0475 


Nuchstehend gebe ich Tabellen’ auf denen die 
Schlubfolgerungen aufgebaut sind, 
Tabelle 

Kisengehalt der oweiben und roten  Muskalatur vom 

Kaninchen. und Schwein, berechnet als: 
Ke FeO, Fe FeO, 
Muskel von auf 100 Tele auf 100 Teitle auf 100 Teile | auf 100 Teile 
frische Subst. | frische Subst. [trockene Subst.itrockene Subst, 


Kaninchen, rot 40 O.00G60 


Kanincehen, wei. O.0073 
Schwein. rot... O.Q0395 I 0.0210 
Huhn. weih .. . < ESS O.OL10 


Tabelle Ul. 
Kisengehall von Muskel und cisengeltitterter und 


nichteisengefiitterter Tiere, bereehnet als: 


FeO, ke 


auf 100 Teile auf 100 Teilefauf t00 Teile auf 100 


frische 
Substanz 


frische 
Substanz 


trockene 
Substanz 


trockene 
Substanz 


Muskel v. normaten Kaninchen 
vomnormalen haninehen 
Muskel v. Kisenkaninchen Nr. I 
Muskel Kisenkaninchen Nr. II 
v. Eisenkaninchen Nr. | 
Darn v. Risenkaninchen Nr. I 


Risen-Bi. Erweth «.. 
Fisen-Ei. Eigelb..... 


Muskel vom Eisen-Huhn. 
Muskel vom normalen Huhn =. 


0.00212 
W.OOTTS 
0.00730 
OO0-445 
OOO EST 
0.00337 


0.00232 
O.0025 
O.Q0983 
O.00643 
O,Q0668 
E60 
O.O0616 
ET 


2 
0.0242 
O.0077 
O.0316 
0.0426 
(0225 
Q.0188 


O.0L00 
0.0372 
O.O12+ 
0.0109 
O.0439 
0.0667 
0.0317 
O19 
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Kisenvehalt der verschiedenen Muskelarten. berechnet 


Uber den Eisengehalt des Tierkorpers. 


Tabelle 


ITY 


als: 


Tier 


a 


Fe 


auf 100 Teile 
frische Subst, 


() 


auf 100 Teile 
frische Subst. 


aut 


Fe 
ile 


trockene Subst 


FeO, 
auf 100 Teile 
trockene Subst. 


hind 
Pferd. . 
Mensch. 


Reh . ‘ 
Hirsch. . 
Schat. 
Ziege. . 
Hund. . 
Katze .. 
Hase. . . 
Gans. . 
Ente. . 
Hahn. 
Schwein 
Kaninchen 


. 


O.Q0665 
O.00-43 

0.00400 
OOD T + 
0.005357 


WOL127 
| 
O.OLO26 
SH 
50) 


, 


OOO 


Tabelle IV. 


Kisengehalt Herzmuskulatur bet den verschiedenen 


OO 
O02 43 
O.TS2 
0.0203 
OO LOG 


O.0307 
O.0299 
O.0200 
O.O547 
O.0275 
O.02865 


Tierarten, berechnet als: 
Fe | Fe, ke 
rierart | auf 100 Teile | auf 100 Teile | auf 100 Teile | auf 100 Teile 


' frische Subst. | 


frische Subst. 


trockene Subst. trockene Subst. 


Pferd. . 
Rind. . 
Schwein 
Schaf. . 
Hund. . 


Ziege, alt. 
Ziege, jung. 


Schwein, ausgelaugt 


Hoppe- 
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O.OL09S 
O.Q0600 
0.00797 
00532 


O.OL507 
OOP L62 
DS 
ES 


AAXIX 


0.0462 
0.0221 
0.0249 


0.0520 
O.0426 
O.OL79 
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Tabelle V. 
Kisenbestimmungen ber Muskulatur und Leber von jungen 
und alten Theren, berechnet als: 


Ke Fe, ( ), Ke 


auf 100 Teile auf 100 Teile auf 100 Teile auf 100 Trile 


frische frische trockene trockene 

Substanz Substanz Substanz Substanz 
Muskel vom alten Hund O.00483 0.00683 0205 0.0290 
Muskel vom jungen Hund . V.O00287 0.00446 O.0121 
Leber vom jungen Hund . .  O02099 0.0783 O.1110 
Leber Hund I. . O.02689 O.O3868 0.1872 0.2604 
Leber Mand « OO2877 0.04108 0.1977 0.2823 
Muskel vom alten Schwein 0.00425 O.0156 0.0230 
Muskel vom fotal. Schwein . OOOES O.00618 0.0282 
Leber vom fotal. Schwein. . O.O2606 0.038736 | 0.1709 0.2458 
Leber vom alten Schwein.  0,03018 (1983 
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Zur Kenntnis der Resorption der Eiweifkorper. 
Von 
Dr. M. Ascoli und Dr. L. Vigano. 


(Aus dem Institute fiir spezielle Pathologie der Universitat Pavia: Prof. L. Devotoo 


Der Redaktion zugegangen am 14. Juli 1903, 


In einer friiheren Mitteilung!) machte einer von uns den 
Vorschlag, die biologische Prizipitinreaktion zur Verfolgung der 
der Kiweibkorper der Nahrung im tierischen Organismus jenseits 
der Magendarmschleimhaut) za beniitzen. Aus den daraufhin 
unternommenen Versuchen von M. Ascoli und von Moreschi*) 
hat sich ergeben, das per os verabreichtes Kiereiweib wihrend 
der Verdauung im Blute durch dieselbe noch als solches erkannt 
werden kann. ber dem Interesse, das diesen Befunden fiir die 
Lehre der Resorptionsvorginge im Magendarmkanal nicht) ab- 
zusprechen ist, haben wir es als zweckmiibig erachtet, die in 
Rede stehende Frage dureh moelichst zahlreiche Untersuchungen 
hnachzuprifen und unsere Erfahrung durch planmibig vorge- 
nommene Beobachtungen an eimem reichen Versuchsmateriale 
auszudehnen und zu sichern, wortiber an dieser Stelle berichtet 
werden soll. 

Unsere Versuche bezweckten urspriinglich, die durch die 
biologische Reaktion erkennbaren, prazipitablen Bestandteile der 
Nahrung wihrend der Verdauung in Blut und Lymphe autzu- 
suchen: und vergleichend zu priifen; seitdem durch den eimen 
von uns”) festgestellt warde, dali manche Blutsera unter physio- 
logischen Bedingungen Priizipitine enthalten, haben wir unser 
Augenmerk auch auf das Verhalten der entsprechenden Hetero- 
priizipitine normaler Blutsera gerichtet. 

Wir experimentierien ausschhieblich an Hunden. Denselben 
wurde in den nach der bekannten Technik isolierten, durch 
einen Strahl Athyichlorid leicht) Ductus thoracicus 
eine Glaskaniile eingefiihrt und) gebunden, eine Lymph- und 
Blutprobe (letztere aus der V. jugularis ext. oder aus der 
V. femoralis) entnommen und darauf mit) der Magensonde 
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bestimmte Mengen Eiklars oder fein zerhackten, in Wasser 
emulsionierten Hiihnerfleisches intrastomachal einverleibt: die aus 
der Fistel fliebende Lymphe wurde in bestimmten Zeitraumen 
in besondere Behiilter aufgefangen und vor dem Wechseln der- 
selben jedesmal eine weitere Blutprobe gesammelt.  Letztere 
kamen zur Abscheidung des Serums auf 2 Stunden in den 
brutschrank, die Sera wurden dann abgegossen und zentrifugiert 
und wie auch die Lympheprouvetten bis auf den folgenden 
Morgen im Fisschrank aufbewahrt. Vor ihrer Aufspannung auf 
dem QOperationstische erhielten die Hunde 5 mg Morphium pro 
Kilogramm subkutan: die wenigen Versuche, in denen Erbrechen 
stattfand, haben wir ausgeschaltet. In einem Kontrollversuche 
Nr. 2) bheb die) Morphiumeinspritzung aus, wobel, wie wir 
eleich vorwegnehmen wollen, das Resultat mit) den tibrigen 
vollstiindig 

Hie verschiedenen Lymph- und Blutsera wurden auf ihre 
Priizipitierbarkeit durch Eiereiweibimmunserum (i. Is.), resp. 
durch Hithnerserumimmunserum (H. gepriift. Die Immunsera 
stummien von Kaninchen, die resp. mit Hihner- 
serum oder Blut vorbehandelt waren. Die Vorbehandlung der- 
selben Hihnermuskelbre: bietet gegentiber letzterer keinen 
wesentlichen Vorteil, was bei der grofen Verbreitung ahnlicher 
Gruppen in emem und demselben Organismus wohl verstiindlich 
ist. Wir verwendeten nur soleche Immunsera, die in Kontroll- 
versuchen mindestens noch das im Verhaltnis von 100000 
physiologischer Kochsalzlésung verdiinnte Eiereiweib, bezw. 
Hithnerserum fallten, Die biologische Reaktion kam als Schicht- 
probe zur Anwendung: die mit) den Seris beschickten, ganz 
Klemen Reagensglischen wurden ca. ? 2 Stunde der Temperatur 
yon 37° im Brutschranke ausgesetzt, und darauf die Resultate 
protokolliert, 

Die mitunter auch die Ei. Is.. geben schon mit 
normalem Hundeblut- und Lymphserum einen Niederschlag: 
erstere wurden mit O.75° oiger Kochsalzlosung soweit verdunnt, 
dati sie das Blutserum des betretfenden) Versuchshundes im 
nichternen Zustande eben noch schwach fillten, oder aber wurden 
Reihen mit) verschiedenen Verdiinnungen ausgeftihrt: 
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aus der von der Stirke der Reaktion beurteilten Zunahme der 
Priizipitierbarkeit wahrend der Verdauung wurde auf die An- 
wesenheit von prazipitablen Komplexen der jeweilig verabreichten 
Eiweibkorper geschlossen. Ist aber diese Schlubfolgerung ge- 
rechtfertigt 2 Es besteht nimlich die Moghchkeit, obwohl sie in 
Anbetracht) der Resultate der Versuche mit) Eiereiweih nicht 
gerade wahrscheinlich erschemt, und wir haben uns selbst die 
Frage vorgelegt, ob die erhdhte Féllbarkeit der Lymphe nicht 
einfach durch ihren vermehrten Gehalt an den praiexistierenden, 
dem Hundeorganismus eigenen) priazipitablen Gruppen bedingt 
sel. Durch eine geergnete Versuchsanordnung, welche die nihere 
Charakterisierune der die vermehrte bedingenden 
Gruppen erlaubt, ist es moeglich, jene Frage zu entscheiden, 
Kinin dieser Richtung ausgetiihrter Wontrollversuch (Nev. 1) zergte, 
dab die crhohte Priizipitierbarkeit’ des Lymphserums wihrend 
der Verdauung eine mit bezug auf das entsprechende Imimun- 
serum spezifische ist. Nach Verabreichung hartgesottener 
Kier wurde zwar die vorher durch Ei. ts. nicht fiillbare Lymphe 
durch dasselbe priizipitabel, ihre friiher bestehende Prizipitier- 
barkeit durch Hihnerserumimmunserum (H. Is.) blieb dabei aber 
vollstiindig unveriindert. In Anbetracht dieser Ergebnisse er- 
scheint also obige Schlubfolgerung eerechtfertiet, 

Gdeichzeitig mit dem Verhalten der Failbarkeit der Sera 
durch Immunsera im Laufe der Verdauung wurde aueh das- 
jenige ihrer, eventuell vorhandenen, Fahigkeit, mit Komplexen der 
verabreichten Nahrung einen Niederschlag zu geben, gepriift und 
dieselben zu diesem Zwecke ino parallelen Versuchsrethen mit 
O.85° Kochsalzl6sung verdinntem Eierenweib resp. mit 
init Hithnerserum (HL Ser.) versetzt. 

Dab bezitglich des Eiereiweibes das prazipitierende Agens, 
namlich jenes, welches der in den Imimunseris vorhandenen 
fallenden Substanz entspricht, im Hundeserum liegt, ist auf Grund 
der relativ. starken Verdiinnung 50. 100), welcher das 
Kiererweib vom Hundeserum noch gefallt wird mit Walrschein- 
iehkeit anzunehmen: denn so starke Verdiinnungen werden 
nur von wirksaumen erzeugten  Priizi- 
pitinen ohne Eimbiibung ihrer spezitisch tillenden Wirkung ver- 
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tragen: in demselben Sinne sprechen ferner die individuellen 
Unterschiede der fitllenden Eigensehaft) von Blutseris  ver- 
schiedener Hunde, wiihrend Eiereiweib verschiedener) Herkuntt 
seveniber einem und demselben Hundeserum, soweit unsere 
arfabrung reicht, das gleiche Verhalten aufweist, und schlieBlich 
auch die wenn auch nur geringe, immunisatorische Sterwerungs- 
fabigkert der des Hundeblutserums,. 

ber der Beurteilune der beim Zusammenbringen von 
Hundeserum mit Hihnerserum entstehenden Niederschliige kam 
uns die mit gemachte Erfahrung zu statten, das 
das Lyimphserum micht vorbehandelter Hunde Prazipitine ge- 
wohnlich auch dann nicht enthilt, wenn solehe Blutserum 
sich vorfinden, eine Erscheinung, die mit unseren Kenntnissen 
liber die Unterschiede der baktericiden Fiihiekert von Blut und 
Lymphe in Einklane steht. Allerdings ist es nicht zuliissig und 
mochten wir uns wohl hiiten, daraufhin zu behaupten, dal die 
Lyimphe unter physiologischen Bedingungen Prazipitine tberhaupt 
nicht enthalten k6Gnne. umsomehr als wir selbst, obwohl nur 
in einem. Falles Lymphserum begegneten, welches mi 
verdiinntem einen schwachen Niederschlag gab. Auf 
Caund der erwithnten Beobachtung haben wir solche Hihnersera, 
die mit’ Hundelymphserum einen Niederschlag gaben, prinzipiell 
verworfen, weil sie wahrscheinlich selbst Priizipitine fiir gewis-e 
elweifartige Womplexe des Hundeorganismus besaben. Aber 
auch wenn zur Priifune der priizipitierenden) Wirkung vou 
Hundeblutseris aut Hithnerserum nur solche Hiihnersera  ver- 
wendet werden, die mit der Lymphe des betreffenden Hundes 
kemen Niederschlage geben. konnte die Folgerung, dab die 
dann mit) Hundeblutserum eventuell entstehenden Niederschilige 
auf in diesem enthaltenes Priizipitin zuriickzufihren seien. sich 
dann triigerisch erwetsen, wenn sich durch Hihnerserum 
prizipitable Gruppen im Hundeserum vorfinden, in der Lymphe 
aber fehlen, eine Méelichkeit. die vielleicht manchmal zatretien 
kOnnte. Bei der Beurteilune der beziiglich des Verhaltens de 
Priizipitine unseren Versuchen) erhobenen Befunde miissen 
also alle die besprochenen Einschriinkungen, denen dieselben 


unferlegen, entsprechend gewirdigt werden, 
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Im Nachstehenden teilen wir unsere einschligigen Ver- 
suche mit. 
I. Versuche mit Eiereiweif. 


Versuch Nr. 1. — 30. IX. 02. — 8 ke sechwerer Huud. 
200 cem 


Fi. Is. 


+. Lymphserum Blutseram 
vorher (10 U. 25) 
10,30 — 10.50 —- (Spur) 


10.50 — 11.20 -- 11 — 
11,20 — 1150 

11.30 — 1145 11 U. 45’ — 
Versuch Nr. 2. — 7. X. 02. — 4 ke schwerer Hund. 


Is, 

Lymphseram Blutserum 
niichtern (12 U. 25’) — niichtern 

12.25 — 1240 + -— 

240 — 110 1.10 

B10 — - 210 

14.10 — 3,10 S10 

16.10 — 510 — 5,10 — 

7.10 — 610 


740 


1) Erkléirung der Abkiirzungen: 


Bi. Is. 

L°/o Kiere;nweif verdiinnt mit) O.85° Kochsaly- 
lo6sung im Verhiiltnis von 1:20. 1:50. 1° 

R. Is. == Rinderseruminmunserum 

H. Is. 44. ete. H. Is. iit O85". Kochsalzl6sune im Yeu 
hiltnis von 1:4. 1:5 ete. verdiimnt: 

H. Ser. Hiihnerblutserum: 

H. Ser. ®/s ete. == H. Ser. verdiinnt mit O.85°'o Kochsalzlésune 


in Verhiltnis von 6:8 ete, 

Von Versuch Nr. & angefangen, beziehen sich die in jeder Ruabrik 
verzeichneten Resultate auf die beta Versetzen der im Kopfe derselben 
Rubrik angegebenen Substanzen iit dem in der Mittelrubrik notierten 


Blut- oder Lymphseris erhobenen Berunde 


chet 
Sy 
pert 
“eh 
| 
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schwerer Hund, 


Ki. Is. 


~~ Lymphserum 


nuchtern (12 U, 


— 12.20 
£2.20 12.40 
12.40 — 1,15 
1.15 2 


12,20 


Spur) 


+ B 


lutserum 


Versuch Nr. #. — 1a. X. 02. — 5 ke schwerer Hund. 
[50 cem FEiklar. 
48. 
Lymphserum Blutserum 
niichtern 40°) — U. 45% 
11.50) [2.15 - 
12.15 — 1230 — 12.30 
12,20 — 
hts — 2.15 2.15 - 
— 265 24)  — 


Versuch Nr. 


X. 


180) cem Eiklar. 


— 8.500 ke schwerer 


Hund. 


Ei, Is, 


Lymphserum 


~ vorher 
tote) bebe 
6.50 6.30 
7.30 7.00 


Blutserum 


if 
i 
id 
(4 
ts 
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Versuch Nr. 6. — 1. XI. 02. — 9 kg schwerer Hund. 
MAX) 


cem Eiereiweil. 


Lymphserum 


Blutserum 


vorher (2 U. 5‘) — | vorher = 
215 — 240 — | 2U. 40° + 
240 — 250 - 2.90 fehlt 
2,50 315 515 
315 — 34d + 3,45 
— +445 + 
645 O39 
O49 — + 


Versuch Nr. 7. — 7. XI. 02. 


Y ke schwerer Hund. 


rohe Eier, 


Ki. Is, 
Lymphserum | Blatserum 
vorher vorher 
— 30° n. Spur 
30 / n. St. 
1 St St, 2 St. 
n. 3 St at 


Versuch Nr. 8. 
430) 


ecm 


, 


t 


Kiereiwells. 


kg schwerer Hund, 


Fi, Is. 


Blutserum 


1°? 


20 
vorher (2 U.) Sp. 
= 
t U = 
+ Lymphserum +- 
+ 2 — — 
= 915 — 2.45 
245) — 3 
‘i 


Fi. Is. 
5 
ig 
| 
fe 
| 
> 
~ 
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Versuch Nr. 9. 


3. III. 03. 


4 rohe Eiler. 


M. Ascoli und L. Vigano. 


— & kg schwerer Hund. 


Ki. Is, Blutserum || Kiw. 20 | 
vorher 
n. 1 St 
Lymphserum + 
vorhet 
| () — 350° 
4. 30‘ — 1 St. - 


Versuch Nr. 


— 


i7. 03, —- 12 k 
4+ rohe Eler, 


schwerer 


Hund 


is, -+ Biutserum + | Eiw.'/20 | 1° 
| 
vorher | | — 
| | 
+.) n.. 2 St. 
= 
Lymphserum 
| | 
— vorher | 
> 
2 fst. —2St 
Lis 2 — 


Versuch Nr. 


11. ou. Til. 


+ rohe Fier. 


10 ke 


schwerer 


Hund. 


+. Plutserum —- 20 50 
' ! 


eis 3 
bes 
hex 
US 
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Ei. Is. Lymphserum x0 /50 
—- Spur vorher 

' 1 ‘ 
30’ — 1 St. | 

on 

St. 2 St. 

Versuch Nr. 12. — 24. I. 03. — 15 ke schwerer Hund. 


+ rohe Eier mit 10 ¢ Zueker. 


| +- Blutserum -- Fiw. ‘50 | 1°%% 

vorher 

— n. 1 St. 

— n. 2 St. — — 

n. 3 St. 
Lymphserum 

— | vorher 

ok — 30! | 

30° — 1 St. = 

(= 1 St. — 2 St. | 

| 2 St, — | 


Versuch Nr. 13. — 27. IL. 038. — 13 ke schwerer Hund. 


250 com Eiereiweik. 


Fi. Is. Blutserum + 15 | 1% 


| 
ti 


vorher — - 


Lymphserum -+ 


— vorher 

Spur 0 — 30° | 

At. 30’ — 1 St. 30° | 

ae 1,30 — 2 St. | 
| 


. 
ws 
7 
wh 
get 

> 
Ware. 
=, 
~ 
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Nr. 14. — 31. HE. 03. 


rohe Ere 


Vigano, 


— 10 kg schwerer Hund. 


Blutserum —- 


Ki. Is Fiw. | 1%» 
{ 
| vorher || 
n. 1 St 
n. 2 st 
n. 3 SI | | 
| 
+- Lymphserum +- | 
| 
vorher 
0 — 30! | - | — 
| | 
ae St. 2 St | 
| 2 St. a St | 
Versuch Nr. 15 IV. 03. — 7 ke schwerer Hund. 
4 vrohe Eler. 
Ei. Is | Blutserum —+- 
| 
nm. 1 St. 
Lymphserum 
Spur | vorher - 
ay — 2 
| 2 St. 3 St. | | 


Versuch Nr. 16. — 10. IV. 08. 


gesottene Eler. 


- 6 kg schwerer Hund. 


+- Blutserum  Eiw. 


Fi. Is. 120 | 1° 
i { 
| | 
vorher | — | 
n. BO! — | 


Ductus thoracicus 


| 
{ 


miflungen. 
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Kontrollversuch Nr. 1. — 20. Ill. 038. — Ske sehwerer Hund 
4 hart gesottene (20% in siedendem Wasser). 


Is. | -+- Blutserum —- 


R. Is. 

| vorhe! TY] 2 
| n. 30’ = = 
| n. 4 St 
| 

| 

| Lymphserum 
= | 
— vorher | + 
1 St. — 2 St. +s 
3 — 4 St. +) 2 


Lymph- und Blutsera mit FiereiweifS 's50 alle negativ. 


Kontroll-Versuch Nr. 2. — 12. VI. 03. 10 ke schwerer Hund. 
4 rohe Kier. — Kein Morphium. 


Kei. Ts. Lymphe 
— vorher 
=e | 1 St. — 2 St. 


Die Blutsera, weil gefiirbt, nicht priifbar. 


II. Versuche mit gebratenem Hithnerfleische. 
Versuch Nr. 1. — 13. Xf. 02. — 15 ke schwerer Schiiferhund. 
1 kleines gebratenes Huhn, ermulsioniert in 500 cem 


H. Is. | -+ Blutserum -+ H. Ser. 
| 
| | | | 
| vorher | 
Spur | | n. 15’ = | Spur 
| n. 45 | +f 
| mn. 2St. 15 = Spur 
+ 
| n 3s 
Spur | n. 5St. 13 + ? 
| 
| n. 7 St. 15 ? 


Ne 
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H. Is. 4/10 Lymphserum -+-| H. Ser. '/s | tls 
| 
| vorher | 
| 
? — 15’ 
| 4) —1St. 15 
N 
S8t.15 — 15 
Ly lo — 7 St. 15 | 
Versuch Nr. 2. — 17. XL. 02, — If kg schwerer Hund.!) 


1 kleines cebratenes Huhn. 


Lyiphseram +- H.Is. 
| 

vorher | 

() 2() | 

— 30° | +15 

wy St. | 
2St.—3St | 
‘4 St. | 
St. 6 St | 


Versuch Nr. 3. — 28. XL. 02. — 14 kg schwerer Jagdhund. 


Gebratenes Hilinertleisch emes kleinen Huhnes). 


H.Is.'f Blutserum + || -H.Ser. 
i 
vorhet = 
{ = 
+. n. 20° 
Spur n. 3a° = 
n. St. 20’ + 
n. 238t. +y* 
+) n. 3 St. 4& 
n. + St. | 


') Die Blutsera konnten wegen ihrer Opaleszenz nicht gepriift werden. 
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-+ Lymphserum H. Ser. 


' 
~ 
= ~ 
i an 
= 
! 
— 
~ 
v 
= 


Versuch 


Vorher 


() 2()/ 
20/ — 35’ 
5 oy St. 207 
20) 
St.— 4St. 


— 9% ke schwerer Hund. 
Hiithnertleiseh. 


Is. 


| | ! 
~~ blutserum 


Spur 


Spur 


Is, 


H. 


vorher 


| Spur 1 n. 30 
? 2 ot. 
Spur n. 3 St. 
= vorher 
felt | 2 — 30° 
+ |G 


19.1. 05, It) 
vebratenes Huhn. 


ke schwerer Hund. 


Blutserum — Ser, 


kein Untersehiod 


deuti. zunelmend 
deut!. 7unehmeid 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift 


vorher 


St: 
n. 2 St, +. 
Lymphserum —- 


vorher 


() 
I St. 
St. 2 St, 
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schwach zunehm. 
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Ig, 4/5 
2 
og! 
| 
Vers uch N = 
H. Is. 4/s | 
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Die aus unseren Versuchen hervorgehenden tatsachlichen 
Ergebnisse sind demnach in aller Kiirze folgende: 


I. Fir Eiereiweib: 
1. Nach intrastomachaler Einverleibung Elereiweil 
wird die vorher durch Ei. Is. nicht fallbare Lymphe von Hunden 
durch dasselbe priizipitabel: war dieselbe vorher durch Et. Is. 
schwach fiillbar, so nimmit ihre Fiillbarkeit so gut wie konstant zu. 

2. Beziiglich des Blutserums sind folgende Falle zu unter- 
scheiden: 

a) es ist das Blutserum des Versuchshundes im niichternen 
Zustande durch Ei. Is. nicht prazipitabel; dann kann es nach 
Kinnahme roher Eler: 

a) nicht fillbar bleiben 
8) durch dasselbe fiillbar werden. 

by) das Blutserum des Versuchshundes im niichternen 
Zustande ist durch ki. Ts. fillbar; dann kann nach Einnahme 
roher Kier seme Fiillbarkeit 

a) gleich bletben 
8) zunehmen 
abnehmen und verschwinden. 

3. Beziighch der beim Versetzen der Hundeblutsera mit 
verdtinntem Eiweifi entstehenden Niederschliige koOnnen : 

a) micht fiillende Hundesera naeh der Einverleibung roher 
Kier a) diese Eigenschaft beibehalten, oder B) vortibergehend 
lmstande sein, Eiereiweiblosungen schwach zu priizipitieren : 

bh) erereiweibfillende Sera nach der Einnahme roher Kier 
Schwankungen und meistens eine Stelgerung dieser Eigenschatt 
aufweisen, 


HW. Fir gebratenes Hithnerfleisch: 
1. Nimmt die Priizipitierbarkeit der Lymphe durch H. Is. 
nach Verabreichung desselben ftir gewoOhnlich zu. 
2. Dabet kann die Priizipitierbarkeit des Blutserums durcl: 
H. Is. zunehmen oder aber abnehmen. 
3. Beziighch der beim Versetzen der Hundesera mit 
Hiihnerserum entstehenden Niedersehliige unterliegen dieselben 
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nach Einnahme von gebratenem Hiihnertleisch Schwankungen 
und werden Ofters stirker. 

Trotz der Bemiihungen einer Rethe namhafter Forscher 
sind unsere Kenntnisse beziiglich des Schicksals der resorbierten 
Kiweibkorper jenseits der Darmwand noch in mancher Hinsicht 
mangelhaft. Seit den mehrfach bestiitigten Untersuchungen von 
Voit und Bauer?) steht es fest, dab native Eiweibkorper in 
wiisseriver LOsung vom Magendarmkanal als solche aufgesaugt 
werden konnen. Ferner wissen wir (Kutscher und See- 
mann),®) dab em Teil der Kiweibkorper der Nahrang vor 
seiner Aufnahme krystallinische Spaltungsprodukte  zerlegt 
wird: auch ist es moeglich, bisher aber noch micht mit Sicher- 
heit erwiesen, daf ein Teil des Nahrungseiweibes in Form von 
Pepton zur Resorption gelangt: nach den neuesten Unter- 
suchungen von Zunz®, kann die Magenschleimhaut geringe 
Mengen von Peptonen und Peptoiden resorbieren, welche aus der 
durch den Magensatt bewirkten Spaltung geronnener Eiweil- 
kOrper hervorgegangen sind. Doch darf aus der Resorption be- 
stimmter Substanzen seitens der Magendarmsehleimbhaut nicht 
ihr weiterer Ubergane in die Siifte gefolgert: werden: vielmebr 
sind beide Prozesse streng auseinanderzuhalten, da die Mobglieh- 
keit besteht, dal die resorbierten Substanzen, bevor sie in die 
Blutbahn gelangen, eine weitere Umformung erfahren. Beziigheh 
dieser uns nither interessierenden Frage ist die Mbglichkeit der 
Ausnutzung gewisser heterogener EKiweibkorper bei direkter Ein- 
fiihrung derselben unter Umgehung des Verdauungsapparates durch 
die Versuche von Stockvis, Chr. Lehmann, Neumeister. 
Friedenthal und Lewandowsky, Munk undLewandowsky>) 
mit) gewissen) Einschriinkungen bewlesen: auf Grund dieser 
Moglichkeit) wird auch ziemlich allgemein angenommen, dat 
native Eiweibkorper wisseriger Losung vom Magendarm- 
kanal als solehe ins Blut tibergehen: direkt nachgewiesen. st 
aber diese direkte Aufhahme in die Siifte immerhin nicht. 
Beziiglich der krystallinischen Spaltungsprodukte  eimgefiihrten 
Peptons zeigte O. Cohnheim®) in seinen schonen Resorptions- 
versuchen iiberlebenden Diinndarm bei Oktopoden, dal 
dieselben der aus verdiinntem Blute bestehenden Auben- 
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fliissigkeit nachgewiesen werden konnen. Dab echte Peptone 
als solche nicht in die Blutbahn gelangen, wird seit den Unter- 
suchungen Neumeisters allgemein ausgeschlossen: beziiglich 
der Albumosen ist eine endgiiltige Entscheidung noch nicht 
getroffen (Embden und Knopp.?®) Langstein).?)) 

ln Anbetracht der skizzierten, noch liickenhaften krforschung 
des weiteren Schicksals der resorbierten Eiweibkorper scheinen 
uns unsere oben miedergelegten) Beobachtungen zur Klirung 
dieser Frage verwertet werden zu diirfen. Zwar ist zur Zeit 
eine exakte chemische Charakterisierung der durch die bio- 
lovische Reaktion erkennbaren priizipitablen Substanzen nicht 
movleh, jedentalls diirften aber die Grenzen, innerhalb welcher 
sich dieselben bewegen, wenigstens anndhernd gezogen sein. 
Wir konnen uns hier beziiglich letzteren Punktes kurz fassen, 
daounser Standpunkt in dieser Frage schon an anderer Stelle ?? 
In dem Sinne priizisiert worden ist, dab der positive Aus- 
fall der biologischen Reaktion als Nachweis der 
bhetreffenden unverinderten Eiweibkorper oder threr 
iIntermediiiren Spaltungsprodukte zu betrachten ist. 
Die seither bekannt eewordenen Tatsachen stehen mit) dieser 
Auffassung in bestem Kinklange: so) diirfle, was speziell das 
Laktoserumanbelangt, nach den Untersuchungen P.Th. Millers?) 
kaum daran zu zweiteln sein, dab durch dasselbe das Casein 
der Mileh wird, und die Versuche von v. Dungern?) 
haben es sehr wahrscheinlich gemacht, dab durch entsprechende 
Eiweibkorper von Maja und Octopusplasma mieder- 
ceeschlagen werden. Auch vertreten Michaelis und Oppen- 
heimer?®; und v. Dungern S. 68) in dieser Frage einen 
dem unsrigen nahestehenden Standpunkt, indem nach v. Dungern 
das Fehlen der Eiweibreaktionen in’ Verdauungsgemischen bei 
posttiver biologischer Reaktion nar beweist, «dab die Molekiil- 
komplexe, welche die Prazipitathildung vermitteln, nicht die 
cleichen sind wie diejenigen, welche die Biuretreaktion oder 
andere Eiweibreaktionen bedingen die urspriingliche Vereinigung 
der mit dem Prazipitin in’ Verbindung tretenden Gruppen mit 
dem Molekiil der nativen Eiweibkorper) wird dadurch keines- 
Wweys desgleichen  ziehen) Michaelis und 
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Oppenheimer aus ihren Beobachtungen  dieselben  Schlul- 
folgerungen. Wird ferner in’ Betracht) gezogen, allen 
krystallisierten Giften, sowie allen Substanzen mit) bekannter 
chemischer Wonstitution die Fiithigkeit abgeht, die Bildung von 
Antikorpern auszulosen, wodurch eine Beteiligung der bekannten 
krvstallinischen Spaltungsprodukte bet der Priizipitatbildung mut 
Immunseris ausgeschiossen ist. erscheimt der oben aus- 
elnandergesetzte Standpunkt als gerechtfertigt und sind dem- 
nach die ber Anwendune der biologischen Reaktion gewonnenen 
Resultate von demselben aus zu beurteilen: wird durch kiinttige 
Forschungen die chemische Natur der priizipittablen Substanzen 
hither prizisiert werden, so werden die angefithrten tatsiich- 
lichen Betunde eine weitere Klirung und exaktere Detinierung 
erfabren. Wir diirfen demnach aus unseren Befunden schlieben, 
dab genuine und denaturierte Eiweifikorper der 
Nahrung unter Beibehaltune wenigstens eines Teiles 
ihrer biologischen Merkmale, also entweder in un- 
veriindertem Zustande oder in der Form ihrer inter- 
mediairen Spaltungsprodukte, jedenfalls ohne vor- 
herige Zerlegunge krvystallinische Abbauprodukte 
die Magendarmschleimhaut passieren ound die 
Lymphe und das Blut tibergehen konnen, 

An anderer Stelle?®; wurde nachgewiesen und erOrtert, 
dab zu diesem Ubergange reichlich (relegenheit, vorhanden ist. 
da die Eiweibkorper der Nahrung unter natiirlichen Bedingungen 
im lebenden Magen durch die Einwirkune der Verdauungssiitte 
ihre durch Immunsera nur langsam und allmiihlich 
einbiiben. Aber cbhenso unzweideutig aus alledem geht hervor, 
dab eine solche Aufnalime statttinden kann und auch tatsiichheh 
stattlindet: ebenso schwierig, ja vorliiutig unmodglich ist es. aut 
Grund unserer Versuche den welehem dieselbe 
sich volizteht, auch nur anniihernd za bestimmen. Wir miissen 
niimlich voraussetzen, dai mit) dem Ubereange Jener korper- 
fremden Komplexe die weitere Umsetzung derselben gleichen 
Schritt hilt, wissen wir doch. wie schnell das resorbierte 
Eiweih im Korper verwertet. wird. Auf Grand dieser Uber- 
leocung diirfte es ebenso verfriiht sein. anzunehmen. dali ein 
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hedeutender Teil der Eiweibkorper der Nahrung in priizipitabler 
Form in die Sifte gelangt, wie es voreilig wire, in Anbetracht 
der erstauntichen Empfindlichkeit der biologischen Reaktion und 
des gewoOhnlich schwach positiven Ausfalles derselben im Blute 
zu behaupten, die Aufnahme korperfremder priizipitabler 
Gruppen nur in sehr beschranktem Mahe statt hat. Negative 
Befunde im Blute bestimmten Momenten der Verdauung 
sind jedenfalls mit) Vorsicht zu beurteilen, da modglicherweise 
die Verwendung eines anderen Immunserums bei der Ver- 
schiedenheit: derselben!*) oder die Untersuchung des Blutes in 
einemanderen Augenblicke abweichende Resultate ergeben konnte, 

Was die Resorphionswege prizipitabler Komplexe der 
Nahrung anbelangt, so zeigen die Versuche, dali dieselben in 
dev Lymphe nachgewlesen werden konnen: es bestitigt dieser 
Befund die Ergebnisse der Untersuchungen von J. Munk und 
Asher und Barbera.t*) nach welchen Menge 
und Kiweibgehalt des Chylus grober sein konnen als jene der 
in gleichen Zeitriiumen  gesammelten Lymphe:  bekanntlich 
redoch Munk an, die Blathahnen fiir @ewo6hnlich 
fast die cinzigen Abzugswege fiir die resorbierten Eiweibkorper 
darstellen, withrend in die Lymphwege nur ein unbedeutender 
Teil derselben  iibertritt.  Beziighch der Beurtellung dieses 
Verhiltnisses geben uns unsere Versuche natiirliech, ebenso wie 
ber der Bestimmung des Umfanges der Resorption. priizipitabler 
Gruppen, kemen Aufschluf. Sie sind aber insofern) wertvoll, 
als sie uns den Beweis der tatsiichlich stattgefundenen Auf- 
nahme prizipitabler Komplexe die Siéfte auch fiir solche 
Fille Hefert, in denen die Untersuehung des Blutserums negative 
oder geradezu entgegengesetzte Resultate ergibt, wenn also jene 
Substanzen durch andersartige Reakthionen verdeckt und dem 
Nachweise entzogen werden. 

Diese in den Versuehen hervortretende Verschiedenheit der 
sich fir Blut und Lymphe ergebenden Resultate verdient eine 
eingehende Erorterung. Beim Durchnehmen der Protokolle ist zn 
ersehen, der Gehalt der Blutsera an priaizipitablen Substanzen 
mcht nur nicht immer parallel mit jenem der Lymphsera ver- 
mehrt ist. sondern dabiim Cregenteil mitunter der Zunahme der- 
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selben im Lymphserum eine Abnahme im Blutserum entspricht. 
Durch diesen Umstand wird die im iibrigen naheliegendste 
Annahme hinfiillig, dab} die Verschiedenheit der Ergebnisse fiir 
Lymph- und blutserum einfach von der Verdiinnung, welche die 
prizipitablen Substanzen im Blute erfahren, abzuleiten set. 

Es muf nun mit aller Schiarfe betont werden, dab die 
Abnahme der Priizipitierbarkeit eine mit Bezug auf die ver- 
wendeten Immunsera relative ist. Ber der Vorbehandlung der 
serumliefernden Kaninchen sind jene Immunsera auf Komplexe, 
die den jeweilig den Hunden verabreichten) Eiweibkorpern an- 
echoren, eingestellt: ihre gleichzeitig bestehende fillende Eigen- 
schaft auf Hundesera richtet siel) demnach auf solche Gruppen 
der Proteine letzterer, die sich ersteren Komplexen ahnlich ver- 
halten: folgliech ist auch die Abnahme der Fillbarkeit der Hundesera 
nach der Nahrungseinnahme auf die Verminderung solcher in 
denselben prdexistierenden Gruppen zuriickzuftihren, die mit den 
kirperfremden resorbierten Ahnlichkeit aufweisen. Wiihrend der 
Verdauung kénnen also solche vorgebildete Komplexe 
des Blutserums, die beziiglich ihrer Fallbarkeit durch 
lmmunseraden korperfremden resorbierten sich gleich 
verhalten, mitunter abnehmen oder verschwinden. Es 
weist diese Erscheinung darauf hin, dab bei der Resorption 
heterogener eiweibartiger Substanzen, die anderen im Organismus 
praexistierenden sind, letztere in’ Mitleidenschaft ge- 
zogen werden, und ist jene Tatsache an sich jedentalls be- 
merkenswert und interessant; es dirfte sich lohnen, dieselbe 
niher zu analysieren und wenigstens den Versuch zu machen, 
den Mechanismus dieser Vorgiinge zu ermitteln. 

Aus friiheren Untersuchungen des einen von uns?) Ist 
hervorgegangen, daf in menschlichen und tierischen Blutseris 
antagonistische, einander fillende Komplexe vorkommen, die 
~ich im Serum im Gleichgewichte befinden, aber in’ einfacher 
Weise aufgedeckt werden kénnen, und dal normale Blutsera 
aufer diesen Autopriézipitinen auch Heteropriizipitine enthalten 
kKOnnen, namlich auch gewisse heterogene Eiweibkorper fiillen. 

Die mitgeteilten Versuche haben uns ferner gezeigt, dal 
prazipitable, korperfremde Komplexe vor Magendarmkanal in 
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die Siifte iibergehen, mithin in den Bereich entsprechender 
Priizipitine oder andersartiger Rezeptoren gelangen konnen. 

Nehmen wir nun nach der Ehrlichschen Seitenketten- 
theorie, die ja Ehrlich bekanntheh von jeher auf die Ernihrung 
und Assimilation im allgemeinen bezogen hat, an, dab der 
Organismus die stattgefundene Besetzung der Rezeptoren nicht 
passiv. vertragt, sondern jenen Detekt auf direktem Wege 
oder auf indirektem (Jakoby)?®) durch Neu- 
bildung oder auch durch Abstobung entsprechender Gruppen 
nicht nur ausgleicht, sondern tiberkompensiert, so miissen offenbar 
eventuell praformierte ahnliche Gruppen, insofern sie der Wirkung 
der iiberproduzierten Substanzen zugiinglich sind, in Mitleiden- 
schatt gezogen und je nach den vorliegenden Gleichgewichts- 
bedingungen, die zwischen den resorbierten und vorgebildeten 
Gruppen einerseits und thren antagonistischen Momplexen anderer- 
seits bestehen, in bestimmten Momenten vermindert erscheinen. 

Ks abt sich nicht leugnen, die von uns beobachtete 
paradoxe Abnahme vorgebildeter Gruppen wihrend der Ver- 
dauung der Resorption ahnlicher Komplexe auf Grund der 
Ehrlichschen Theorie sich ungezwungen in_ befriedigender 
Weise erkliiren wir wollen priifen, ob und mwie- 
fern zur Zeit: tatsiichliche Befunde zu Gunsten dieser Auffassung 
sprechen und sich dieselbe in ihren Konsequenzen bewahrt. 

Den Protokollen ist za enthnehmen, in emigen Fiillen 
die auf Grund jener Vorstellung zu erwartenden Schwankungen 
und durchschnittlich eine Zunahme der prizipitierenden Fiahig- 
keit der Hundesera auf die den Hunden verabreichten Eiwetb- 
korper zutage treten, in cinigen anderen jene Fiihigkeit voriiber- 
echend auttritt: in vielen Fallen sind entsprechende Prazipitine 
im Blutserum nicht vorhanden und treten solche auch wihrend 
der Verdauung nicht auf und endlich konnen Verdinderungen 
Wirkung ausbleiben oder wenigstens be 
der angewendeten Methode micht ereifbar sein, 

Wir miissen uns bei der beurteilung dieser Befunde vor 
Augen halten, daf die Priizipitine nur einen geringen Bruchteil 
der gesamten Rezeptoren, tiber welche der Organismus verttigt, 
darstellen: wir erwihnen hier vor allen die sexilen Organrezey- 
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toren, die bei der Assimilation des Nahrungseiweibes doch die 
Hauptrolle spielen diirften, ferner die Antikomplemente nor- 
maler Blutsera, denen Marshall und Morgenroth?!) Ambo- 
zeptorencharakter zusprechen, und erinnern an den Befund von 
v. Dungern ¢.), dab bei immunisierten Tieren die  ent- 
sprechenden heterogenen in die Blutbahn eingefiihrten Eiweil- 
korper auch dann schneller als bei frischen Tieren aus dem 
blute verschwinden, wenn thr Blutserum keine Priizipitine melir 
enthalt, sowie an die von Gengou??) immunisatorisch erzeugten 
komplementbindenden Ambozeptoren, die geliste KiweiSkorper 
angreifen. Es diriten sich bei der Verankerung korperfremder 
Komplexe die verschiedensten Rezeptoren groferem oder 
eeringerem Mabe beteiligen. Rechnen wir dazu noch die in 
den Versuchen so deutlich zutage tretenden individuellen Unter- 
schiede im Kezeptorenapparate, so durfte es bei der Mannig- 
faltigkeit und Kompliziertheit der Betracht kommenden und 
sich gegenseitig beeinflussenden Faktoren wobl erst nach Uber- 
windung so mancher technischer Schwierigkeiten und auf Grand 
viel umfangreicherer Untersuchungen moglich sein, uns tiber die 
diesbeziigliche Sachlage im eimzelnen Falle grindlich zu orten- 


tieren: jedenfalls ist bei der Beurteilung negativer Befunde dic 


erofte Vorsicht und Zurtickhaltung angebracht, so lange dieselben 
der Theorie micht direkt widersprechen. 

Z7usammentassend ist aus unseren Versuchen hervorge- 
gangen: dai korperfremde, priizipitable Komplexe der 
Nahrung in die Siifte tibergehen, dah dabei vorge- 
bildete aéihnliche Gruppen des Blutserums mitunter 
eine Abnahme erfahren k6nnen, und in giinstigen 
Fillen e@letehzeitig Schwankungen, durchschnittiieh 
eine Zunahine, entsprechender im Blutserum vorhan- 
dener Rezeptoren nachgewlesen werden konnen. 

Ber Heranziehuiag der Seitenkettentheorie lassen sich die 
beobachteten Tatsachen in ungezwungener Weise erkliren und 
verlethen derselben ihrerseits eine gewisse Stiitze: zur Ent- 
scheidung, ob ihr bei der Assimilation kOrperfremder Komplexe 
aleemeine Giiltigkeit zuzuschreiben ist, bedarf es aber noch 
umfangreicher, experimenteller Untersuchungen. 


he 
ve 
ad 
a! 


M. Ascoli und L. Vigané, Resorption der Eiweifkorper. 


Literatur: 


1. M. Ascoli. Minch. med. Woch.. 1962, Nr. 10. 

2, — — Ebenda, 1903, Nr. 5. 

C. Moreschi. La clin. med. Ital.. 1902. 

C. Voit u J. Bauer. Zeitschr. f. Biologie, Bd. 8. 

>» Fr. Kutscher u. J. Seemann. Diese Zeitschr., Bd. XXXIV. 

K. Zunz. Beitriige zur chem. Physiol. u. Pathol., Bd. 3. 

Rh. Neumeister. Zeitschr. f. Biologie, Bd. 27. 
J. Munk ue M. Lewandowsky. Arch. f Anat. ue. Physiol, Physiol, 
Abt., 1899, Suppl. 73. 

QO. Cohnheim. Diese Zeitsehr.. Bd. XXXIV. 

IO. G. Embdenu. Knopp. Beitr. z. chem, Physiol uw. Pathol, Bd. 3. 

L. Langstein. Ebenda. 

12. M. Ascoli. Miinch. med. Woch., 1902, Nr. 34. 


Th. Miiller. Arch. f. Hygiene, Bd. 
lt v. Dungern. Die Antikérper. — Fischer, Jena 1903. 
L. Michaels ue. C. Oppenheimer. — Arch. f. Anat. u. Physiol. 


Physiol Suppl 1902. 
lo. M. Ascoli A. Bonfanti. Miinch. med. Woch., 1903. 
7. J. Munk on, A. Rosenstein. Virchows Arch., 123. 
Is. L. Asher u. Barbera. Zeitschr. Biol. 36. 
P. Die Wertbemessung des Diphtherieheilserums. — Fischer, 
Jena, 1897. 
20. M. Jakobyv. Ergebnisse der Physiol., 1. Jahrg., 1 Abt., 1902, S. 2-45. 
21. H. T. Marshall u. J. Morgenroth. Zeitsehr. f. klin. Med.. Bd. 47 
22. 0. Gengou. Ann. de TInstitut Pasteur, 1902. 


| 
| 


Uber proteolytische Enzyme. 
Von 
R. O. Herzog. 


Aus dem Laboratorium fiir allgemeine Chemie zu Utrecht.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1s. Juli 1903.) 


1895 teilte Okouneff!) das Wesentliche der Erscheinung 
mit, die W. W. Sawjalow 2) Plasteinbildung genannt hat. Man 
hat dieselbe bei der Kinwirkung von Pepsin,') ‘Trypsin 4) und 
Papavotin’; kennen gelernt: sie besteht darin, dati nach Zusatz 
der Enzyme zu konzentrierten Losungen von Spaltaungsprodukten 
der Eiweibkorper, «Albumosen», nach einiger Zeit) entweder 
Flocken- oder Gallertenbildung eintritt. 

Die Chemie dieser Vorgainge haben M. Lawrow’ und 
S. Salaskin®) zu studieren begonnen. 

Nachdem in neuerer Zeit) die von der Theorie voraus- 
gesehene®) Synthese durch Fermente mehrfach experimentel! 
bestitigt wurde, lag es nahe, auch die «Plasteinbildung> als 
Reversion zu deuten. 

Immerhin schien es nicht ganz leicht, nachzuweisen, dal 
die «peptisch wirkende Gruppe» etwa des «Pepsinmolekiils » 
mit der «plasteinbildenden» identisch sei und dali nicht etwa 
ein Gemisch solchem Sinne wirksamer Agentien vorhege. 

Hier soll versucht werden, dic Deutung als Reversion aut 
folzendem Weegee wahrseheinlich zu machen, 

Weinland®) hat kiirzlich gefunden, dab Prefisaft aus 


1) Diss, St. Petersburg russ. Ferner ders. Verf. Physiologiste russe 
Lawrow. Diss. St. Petersburg L897 cit. Sawjalow); Schapirow, 
Diss. Jurjew 1806. (Malys J. 1896, 8. 400.) 
2) Deutsch: Pfliigers Arch., Bd. 8d, 8. 171 (1901), 
Okouneff. Sitzungsber. d. Ges. russ. Arzte zu St. Petersburg, 
S. 492 (1900—1901), (cit. n. Salaskine. 
Vel. Kurajeff Hofmeisters Beitr. Bd. 1, S. 120 (1901). 
Diese Zeitschr., Bd. XXXVI S. 277 L802). 
') Van't Hoff, Zeitschr. fiir anorg. Chem., Bd. 18, 8. 1 (1898) 


7) Zeitschr. f. Biologie. Bd. 44. S. 2 und 435 (1902), 
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Ascaris Antifermente gegeniiber Pepsin und Trypsin enthiilt. 
Sind nun die spaltende und die synthetische Wirkung der pro- 
teolytischen Fermente auf dieselbe Ursache zuriickzufithren, so 
mul ela Mittel, das auf die eine Funktion hemmend= wirkt, 
denselben Einflub auf die andere Funktion nehmen. Das ist 
in der Tat der Fall. 

Vor kurzem hat Spriggs?) auf Veranlassung von 
Professor WKossel gezeigt. dab die Veriinderung der Viskositiit 
einer kiweiblosung mit dem Fortschritt der Pepsinwirkung mit 
Hilfe des Ostwaldschen Apparates bequem priizise sich 
bestimmen liaibt. 

Die Viskositat einer flinfprozentigen Gelatinel6dsung z. 
himimt auf Zusatz von Pepsinsalzsiiuse in der ersten Zeit rapide, 
spiiter langsamer ab. (leh fand z. b. als Durchtlubzeiten: Anfangs 
3 Min. 46 Sek. Nach 40 Minuten 2 Min. 37 Sek, Nach einer 
weiteren Stunde 4 Sek. Nach + Stunden 35 Sek.) 

Versetzt man eine konzentrierte Losung von kituflichem 
Pepton mit} Pepsin, so nimmet die Viskositiit erst langsam, nach 
einigen Stunden bedeutend= zu. 

Darnach ergab sich etwas foleende Versuchsanordnuneg. 

anndihernd evleiche Viskosimeter wurden mit gleichen 
Mengen von Peptontosung, Ferment und das eine mit gekochten 
(und fillrierten), das andere mit) natirlichem Ascarisprebsatt 
beschickt. Die Menge desselben war so gewahlt, dab ber der 
Proteolyse die Hemmung deuthich zu konstatieren war. Bel 
allen Versuchen wurde zundchst das Ferment und das Anti- 
ferment vermischt und erst das Creemisch, das meist kurze Zeit 
vestanden hatte, mit) Peptonlosung versetzt. 

Die Versuche sind durchwees im Ostwaldschen Thermo- 
staten ber 40° durcheefithrt. 

Das verwendete Pepsin verdanke ich der groben Giite dex 
Herrn Professors Pekelharing, welcher mir sein vollig reines 
Pritparat.?) dessen Analysen auf eine chemisch  eimbheitliche 
Substanz zu schlieben erlauben. tiberlieb. Auch an dieser Stelle 
danke teh herzlieh fiir die grobe Liebenswitdiekert. 

Diese Zeitsehr,, Bd, XXXV. 463. (1902). 

Diese Zeitschr.. Bd. NAXV, S. 8 (1892). 
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Als Trypsin wurde das beste von Dr. G. Griibler-Dresden 
zu beziehende Praparat, als Papavotin das sehr wirksame Prii- 
parat von Merck verwendet. Die Peptonl6sung wurde aus dem 
besten Fibrinpepton-Merck bereitet. 

Die Ascarisprebsiifte entstammten zwei Darstellungen, 
Priparat 1 aus Heidelberg, Priiparat 2 aus Utrecht. 

Um vor Bakterienwirkung sicher zu sein, sind alle Ver- 
suche so angestellf, cin Volumen der Losung ein halbes 
Prozent Fluornatrium enthiilt. 


Versuche mit Pepsin. 


Ca. O.OL des trockenen) Enzyims wurden 25 com 
Wasser geldst. das NaCl und Nak enthielt. Da 
der Ascarisprebsaft, welcher fiir diese Versuche in Verwendung 
kam (Priip. 1), sehwach sauer reagierte, wurde weiter keine 
siure zugesetzt. Auf Tropfen?) Fermentlosung wurde com 
Prebsaft und cem ca. 50° Peptonlésung?) verwendet. 


Versuch 1. 


Die Durchtlubzeit betriiet 


init gekochter mut natiirlichem 
Ascarissalt Ascarissaft 
nach Stunden O Min. 3L Sek. Min. 10 Sek. 
7 10 17 
24 10) () 43 


Versuch 2. 


Die Durchflubzeit betriigt 


mit gekochtem tit natiirhehem 
Ascarissatt Ascarissat! 
nach Stunden O ® Min. LS Sek. t} Min. 45 Sek. 
11 6 7 7 25 
2+ 15 7 33 > 


Immer aus gleichem Tropfréhrehen. 
*) Die Konzentration der Peptonlésung ist hier und in Folgenden 


nur annihernd angegeben. 
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Versuch 5. 
Die betrigt 
bei Zusatz von HeO (+ '2% Nak) mit natiirlichen 


statt Ascarissaft Ascarissalt 
nach Stunden 0 3 Min. 27 Sek. 4 Min. 7 Sek. 
1 5 4 » 10 » 
3 » » 4» i8 » 
17 2 »  (tritb) 4 B30 2 


(klar geblieben) 


Versuche mit Trypsin. 

Ferment in 25 com Wasser gelost, das 1° o Na! 
und '/2%o Nak enthilt: davon 8 Tropfen zu Ascaris- 
prebsaft, Tropfen Sodadésung und 2 ccm ca. 60° oiger Pepton- 
losung, 

Versuch 1. 


Die Durchflubzeit betriigt 


init gekochtem Ascarissaft mit natiirlichem 
(2. Priip. 2. Pressung) Ascarissaft 
nach Stunden 0 11 Min. 20 Sek. 11 Min, 36 Sek. 
Is 12 » 51 » 
30) 1 30 > 17 


Versuch 2. 


Die Durchtlubzeit: betriet: 


mit gekochtem Ascarissaft mit natiirlichem 
(1. Prép.) Asearissaft 
nach Stunden O 21 Min. 37 Sek. 21 Min, 3d Sek. 
thy 22 » 21» 
24 49» 2a 34 


Dieser Prebsaft hatte recht schwachen EinfluB auf Trypsin- 
wirkung: dies z. B. folgender Versuch: 

Tropfen Trypsiniésung, ccm Ascarissaft, Sodalésung und 

2 com einer ca. 50 proz. Peptonlosung., (Bei dieser Konzentration 
nahm die Viskositiit: ab. 

Der Unterschied der Durchfluizeiten betrug beim Versuch mi! 
vekochtem Ascarisprebsaft 14 Sekunden, mit natiirlichem Prefsat' 
20 Sekunden in + Stunden. Nach weiteren 12 Stunden hatte sich 
in beiden Versuchen die Viskositat nicht geéiandert. 
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Versuche mit Papayotin. 
Es bot Interesse, auch ein ptlanzliches Enzym zu unter- 
suchen. 
1 g Papayotin gelost in 25 com H,O, das 1°» NaCl und 
12" 9 NaF enthalt. Davon 5 Tropfen zu 1 cem Ascarisprebsatt 
(1. Priip.), 4 Tropfen Sodalosung und 2 cem 35° oiger Pepton- 
lOsung. 


Die Durchflubzeit betriigt 


mit gekochtem mit natirliehem 
Ascarissaft Ascarissaft 
nach Stunden O 3} Min. 15 Sek. 3 Min.. 7 Sek 
35 >» 29 > 3 » > 
48 5 14 


Kin Versuch, bei welchem die Peptonl6sung durch 5° 
Gelatineldsung ersetzt ist, zeigt die Durchflubzeiten: 


nach Stunden O 2 Min. 20 Sek. 2 Min. 3 sek 
1d 3 » 2 


Aus den mitgeteilten Versuchen ergibt) sich: 

1. Die proteolytischen Enzyme bewirken die) Zunahme 
der Viskositiit in konzentrierten Losungen der Spaltungsprodukte 
von Eiweiikorpern, 

2. Diese Zunahme wird gehemmt ber Zusatz von Ascaris- 
prebsaft und zwar im selben Verhiiltnis, wie die Abnalhme bei 
der abbauenden Tiitiekeit der Fermente. 

Auch Papayotinwirkung wird gehemiit. 

3. Die Hemmung zeigt sich bedeutender  Herab- 
driickung der Reaktionsgeschwindigkeit. Vollstandige Authebunyg 
der Fermentwirkung kKonnte bisher nicht) beobachtet werden. 
Dies Verhalten erinnert an die Beobachtungen, die S. Arrhenius 


Die Menge desselben hiitte fiir die Versuche grofer gewiahlt 
werden kénnen. Es sollte aber das gleichartige Verhaltnis beim Auf- 


und Abbau deuthch gezeigt werden. 
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und Th. Madsen?) kiirzlich tiber Toxin und Antitoxin: mitge- 
teat haben, 

Dureh Kochen des PreBsaftes wird, wie Weinland?) mit- 
eeterit hat, die hemmende Wirkung auf die Proteolyse aufgehoben., 
die Hemmung der Zunahme der Viskositiit. 

leh halte es darum fiir wahrscheinlich, dab die regel- 
miibig beobachtete Zunahme der Viskositit den Beleg fiir die 
Reversion®) erbringt. 

witre wiinscheuswert, chemischen Beweis datiir 
zu-erhalten, dab die entstandenen Substanzen kompliziertere 
KOrper sind als die urspriinghceh der PeptonlOsung  vor- 
handenen. Dafiir sprechen nun in der Tat die Eigenschatten, 
welche Okouneff.4;) Sawjalow?) sowie M. Lawrow und 
So Salaskin®) beschrieben haben. In neuester Zeit hat ferner 
Sawyulow*) emer vorlautigen Mitteilung erwihnt, dah es 
hin velunven sel, Woagulation durch Kochen ber Gegenwart von 
E=sivsiture zu erzielen eine Reaktion, die bisher fiir genuine 
Kiweibkorper als charakteristisch galt. Damit schemt auch der 
chemische Befund im Sinne der oben gegebenen AXnschauung. 


Verhaltnis zur Labgerinnung. 

Die im Vorhergehenden genannten proteolytischen  Fer- 
mente haben durchwees auch die Eigenschaft, die Mileh zur 
Gerinnune zu bringen. Ebenso enthalten die Hefezellen nicht 
nur ein proteolytisch, sondern, wie kiirzlich R. Rapp fand, 
auch ein dabartig wirkendes Enzym. Da man im allgemeinen 
noch micht soweill gekommen ist, Fermente als chemisch reine 
Substanzen darzustellen, hat man zumeist geeglaubt, mit emem 
Fermentgemisch, Verunreinigungen zu tun zu haben. 


Zeitschr. physik. Chem. Bd. 7 (1903). 
Das Wort ist hier in weiterem Sinne gebraucht. Vel. das Folgende 
Mochehkert der Entstehung von Tsomeren). 
Zentralbl. f. Physiol. Bd. 16, 625 (1905), 
Zentralbl. f. Bakteriol. (IL Abt.) Bd. 9 Ne. 17, 18 (1902. 


Uber proteolytische Enzyme. otf 

Aber nach den Versuchen von Pekelharing?!) wird man 
doch annehmen miissen, dai} dieser Forscher mit einem chemiseh 
wohl definierten Individuum arbeitet. So konnten M. Neneki 
und N. Sieber?) die Hypothese aussprechen, dab verschiedenen 
Gruppen Seitenketten!) in dem Fermentmolekiil die verschieden- 
artige Wirksamkeit) zukomme. Auch Pawlow) hilt proteo- 
Ivtische und labende Funktion ftir nicht trennbar. 

Mag man sich mit der Tatsache in der Form abfinden, 
wie sie in der genannten Hypothese ausgesprochen ist. mag 
man sich eme etwas andere Vorstellung machen wofitir mir 
eewisse Griinde zu sprechen scheinen), es kann jedenfalls. fiir 
(iberaus wahrscheintich @elten, man die Annahbme der 
Verunreinigung nicht mehr wird halten koGnnen. 

bot also egrobes Interesse. das Verhalten des Ascaris- 
prefsattes zur Labwirkung der Fermente zu untersuchen. Ich 
habe mehrere Parallelversuche mit) verschiedenen Priiparaten 
gemacht: memals zeigte sich em Unterschied in’ dem Zeit- 
infervall bis Einteitt der Gerinnung., ob gekochter oder 
natiirlicher Ascarisprebstoff zugesetzh war. Auch die Rethen- 
folze der Mischung ergab kemnen Unterschied, 

Die verhalt sich demnach véllie 
verschieden von der Labwirkung.') Doeh soll erwiihnt 
sein, dab man sich wohl vorstellen kann. es wiirden z. B. durch 
die peptische Reversion Produkte gebildet, welche von Lab 


eefallt werden. 


SchluBbemerkungen. 


Wenn auch die genauere Kenntnis der Plasteime noch 
fehlt. dart man wohl — wie schon oben wahrscheimlich ge- 


') Diese Zeitschr., Bd. XXII, S. 235 u. Bd. XXXV, S. 8 (1902). 

Diese Zeitschr.. Bd. XXXII S. 292 (1901). 

‘') Pawlow und Paraschtsehuk. Vortrag auf d. Kongref\ nord. 
Naturforscher und Arzte auf Helsingfors 1902. 

‘+ Ieh moéchte mir vorbehalten, den Versuch nach der anderen 
zu wenden und den Einfluf& von Antilab auf die versehieden- 
artige Wirksamkeit zu studieren. 
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macht wurde annehmen, dab sie durch Kondensation der 
Albumosen entstehen, also kKomplizierter sind als diese. Aber 
vielleicht ist auch noch gestattet. auf die Analogie ber den auf 
Zuckerarten hydrolytisch wirkenden Enzymen hinzuweisen: man 
hat bis jetzt zumeist ber der Reversion die Bildung von 
Isomeren?) des urspriinglichen Ausgangsmaterials gefunden. 
Vielleicht ist Ahnliches auch bei den proteolytischen Fermenten 
der Fall und liegt darin auch eine Beeriindung der veriinderten 
Kigenschaften der gebildeten Produkte. Auf die biologische 


Bedeutung dieses Vorganges falls sich diese Vermutunge als 
richtig erweisen sollte braucht wohl nicht) naher  ein- 


geoungen zu werden. Denkt man noch an Verschiedenheiten in 
der Durchlissiekeit der Membrane, so scheinen manche Riitsel 
des Lebens heller beleuchtet. 

Des welteren wiirde aus der Annahme der Reversion 
foleen, wie vorsichtig man mit Riickschlissen von den durch 
die Wirkune der Verd:uunesfermente gewonnenen Bruchstiicken 
des Eiweibmolekiils auf die urspriingliche Wonstitution wird 
sein mmiissen.2) Man hat es mit Gleichgewichten und 
moolcherweise recht Komplizierter Art zu tun, 

Die Versuche sollen im Sinne des physikalisch-chemischen 
Studiums forteesetzt werden.  Zuniiehst wird der Eintlub der 
Konzentration und der Aciditiit) (resp. Alkalinitiit)§ unter- 
suchen sein. Man dart erwarten, dab so gewisse, augenblicklich 
noch nicht eut verstiindliche Tatsachen nither beleuchtet werden 
konnen, 

Am Schlusse mochte ich Herrn Professor E. Cohen. der 
mir in Liebenswiirdigkeit alle Mittel zur Verftigung 
stellte und mich mit) freundlichem Rat reichlich unterstitzte, 
den herzlichsten Dank aussprechen. 


Vel Frankland Armstrong, Chem. News. Bd. 86, 5. 
(1902). Ferner diese Zeitschr.. Bd, S. 385 (1905). 

2) Man konnte Inter auch auf die Kihneschen Annahmen hin- 
weisen, die sich wohl auch nach neueren chemischen Untersuehungen 


als unhaltbar zu zeigen scheimen, 
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Die Endprodukte der Pankreas- und Hefeselbstverdauung. 
Mitteilune II. 
Von 
Kutscher und Lohmann. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Juli 1903. 


Bekanntlich verliiuft) die Selbstverdauung der getiteten 
Hefezellen durchaus gleichartig jener, die man an toten unter 
Chloroformwasser?) gehaltenen Pankreaszellen beobachten kann. 
Dies haben eingehende Versuche des Einen von uns (Kutscher)?) 
erwiesen. Wir stellen tabellarisch gegeniiber die Verdauungs- 
produkte, die bisher sicher bei der Autodigestion des Pankreas 
und der Hefe unter gleichen Bedingungen erhalten worden sind. 


bei der Selbstverdauung des 
Pankreas entsteht. 


Ber der Selbstverdauung der 
Hefe entstelt. 


Guanin, reichlich 


Guanin, reichlich 


Adenin 
Xanthin, 
Hypoxanthin 


Adenin 
XNanthin,  wenig 
Hypoxanthin 


Spuren 


Histidin Histidin 
Arginin Arginin 
Lysin Lysin 
Leucin Leucin 


Tyrosin Tyrosin 


Asparaginsiiure Asparaginsiiure 
Glutaminsiiure Glutaminsiiure, bisher nicht 
Ammoniak, wenig nachgewiesen 
Ammoniak, weng 

Die vorstehende Tabelle spricht. wie wir glauben, deut- 


licher als lange Beweisgriinde. Es lie sich daher  ver- 


1) Salkowski. Deutsche med. Wochenschr... Nero 16 
2) Diese Zeitschr.. Bd. S. OY. 
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muten, dab auch die Spaltung des Lecithins!) in den Hefezellen 
sich in derselben Weise wie in den Pankreaszellen vollziehen 
und unter den krystallinischen Endprodukten der Hefeselbst- 
verdauung Cholin auftreten wiirde. In der Tat hat sich das 
Cholin aus der Verdauungsfliissigkeit der der Autodigestion 
unterworfenen Hefe darstellen lassen. 


Die Isolierung des Cholins. 

Ks wurden fiinf Liter vollig frischer, untergiiriger Hefe. die 
aus einer hiesigen Brauerei bezogen waren, sorgfiiltig mit Eis- 
wasser durch Dekantation ausgewaschen, in 10 Liter Chloro- 
formwasser aufgeschwemmt und nach Zugabe eines reichlichen 
Uberschusses von Chloroform in einen auf 37° C. eingestellten 
Bratschrank gebraeht. Um die Verdauung zu beschleunigen, 
wurden die Massen Ofters umgeschiittelt. Nach zehn Tagen zeigte 
das Konstantbleiben der Drehung, die an der polarisierten Ver- 
dauunegstiiissigkeit beobachtet wurde, das Ende der Verdauung 
an. Die gab noch sehr starke Biuret- 
reaktion, doch waren wir dureh aiubere Griinde gezwungen, 
sie zu verarbeiten, 

Es wurde dazu die Verdauunestliissigkeit von den am 
Boden des Cefiibes abgesetzten Hefezellen abgehebert und mit 
Barytwasser ausgefiillt. Die starke Filling von phosphorsaurem 
Barvt wurde abgesaugt, in das Filtrat NKohlensiiure eingeleitet, 
um den iiberschiissigen Baryt zu entfernen, und nunmehr die 
Fliissigkeit’ stark eingeengt. Nach 24 Stunden wurde das aus- 
krystallisierte Tyrosin ete. abgesaugt. Das neue Filtrat siuerten 
wir mit Salpetersiiure schwach an und versetzten es mit starker 
Silbernitratlosung, bis eine Probe der Fliissigkeit, in gesiittigtes 
Barviwasser gebracht, sofort einen braunen Niederschlag fallen 
lie}. Ohne die bei schwach saurer Reaktion der Fliissigkert 
entstandene Fiillung weiter zu beachten. wurde die ganze Fliissig- 
keit, sofort mit Barve gesiittigt. Die ausgeschiedenen Silberver- 


Purch Hoppe-Seyler ist der Lecithingehalt der Hefezellen 
bekannt geworden. Mediz.-chem. Untersuchungen. Heft 1. S. 142. Diese 


Zeitschr.. Bd. ll. Theodor sedilmay Beitriige Chemie der 


Hefe. Z. d. ges. Brauw., 26. 3st. 
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bindungen wurden durch Filtration entfernt. Sie mubten ent- 
halten: die Alloxurbasen, das Histidin, Thymin, Uracil, Cytosin 
und Das Filtrat) von den Silberverbindungen der 
genannten Korper) wurde in der Kiilte mit) Salzsiiure und 
Schwefelsiure zur Entfernung des Silbers und Baryts versetzt. 
Das ausgefallene Chlorsilber und Baryumsulfat wurde durch 
Filtration fortgeschafft, das klare Filtrat mit Phosphorwolfram- 
siiure ausgefillt. Die Fitllung bildet die Lysinfraktion. 
Lysinfraktion. 

Bei der Verarbeitung der Lysinfraktion gingen wir genau 
so vor, wie bet der aus selbstverdauten Bauchspeicheldriisen 
gewonnenen Lysinfraktion.!) Wir zersetzen also die Phosphor- 
wolframfallung mit Baryt, fiillten das Lysin nach den Angaben 
Kossels?) durch Pikrinsiiture aus, entfernten aus dem Filtrat 
vom Lysinpikrat) die Pikrinsiiure durch Salzsiure und Ather, 
schieden dann aus demselben das Cholin zuniichst als Queck- 
silberchloridverbindung ab, die wir weiterhin in das Platinat 
ibertiihrten.  Dasselbe wollte jedoch aus seiner” wiisserigen 
Losung nicht krystallisieren, sondern trocknete auch nach Be- 
handiang mit Tierkohle nur zu emem Lack ein. Wir nahmen 
es daher mit wenig Wasser auf und fillten, ohne vorher das 
Platin zu entfernen, mit konzentrierter wiisseriger Goldchlorid- 
losung. Die ersten Tropfen der zugefiigten Goldcehloridl6sung 
wurden sofort reduziert, dann aber fiel auf weitere Zugabe von Gold- 
chloridin dichten Wolken ein schwer lOsliches Goldsalz. Dasselbe 
wurde schnell abgesaugt und aus heibem Wasser umkrystallisiert. 
Bei der Analyse gab es Zahlen, die fi Cholingoldchlorid stimmiten. 
Aufer Cholin war bei der Hefe in die Quecksilber- und Platin- 
fillung ein zweiter Korper cingegangen, der die Krystallisation 
des Cholinplatinates verhindert hatte. Analyse: O193% ¢ der 


Goldverbindung gaben Au = 44.57% Au. Fiir 
C5H,,NOCL. AuCl, ber. Au = 44,49°o. Die Ausbeute hatte 


2.59 betragen. 


entsteht demnach bet der Autodigestion der THete 


') Diese Zeitschr.. bd. XXNIX. 161. 
*) Diese Zeitsehr.. Bd. NAVI 386 
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zweltellos Cholin und die der Selbstverdauung unterworfenen 
Hefezellen verhalten sich also auch beziiglich der Bildung dieses 
Korpers durchaus wie die gleichartig behandelten Zellen der 
Bauchspeicheldriise. 

Wir wollen nunmehr iiber eimen Versuch berichten, den 
wir angesetzt hatten, um das Verhalten lecithinreicher Sub- 
stanzen gegen die Enzyme des Magens zu proben. Es wurde 
zunichst das Gelbe von 5 sorgfiltig von dem Eiweil} 
getrennt und mit 800 cem Chiloroformwasser verrieben. Wir 
schabten weiter mit einem Skalpell die Magenschleimhaut von 
zwel frisch getoteten, Verdauung befindlichen Schweinen ab 
verrieben die so  erhaltenen Massen mit 200 Chloroform- 


? 


wasser und mischten sie dem Eigelb zu, nachdem wir noch 
einige Messerspitzen Calciumearbonat beigegeben hatten. Das 
Ganze wurde 24 Stunden ber 37° C. im Brutschrank gelassen. 
Nach dieser Zeit priiflen wir, ob Cholin in der Verdauungs- 
fliissivkeit sich nachweisen heb. Wir gingen dabei so vor, dah 
wir die Flissigkeit vom Uneelosten abgossen, den Bodensatz 
einige Male mit) destilhertem Wasser durch Dekantation aus- 
wuschen, die gesamte Fliissigkeit mit Salzsiture schwach an- 
siinerten, filtrierten und das Filtrat auf dem Wasserbade ab- 
dampften. Der Riickstand wurde mit Alkohol extrahiert. Der 
alkoholische Extrakt wurde wieder zur Trockne verdunstet. mit 
etwas Wasser aufgenommen, mit) Tierkohle entfirbt. danach 
von neuem eingetrocknet, wieder mit Alkohol aufgenommen 
und mit alkoholischer Quecksilberchloridlésung gefiillt. Aus der 
mit Schwefelwasserstoff zersetzten Quecksilberfiillung versuchten 
wir dann das Cholinplatinat darzustellen. Neben kleinen Massen 
eines Wasser schwer léstichen Platinates vermochten wir 
nur sehr geringe Mengen eines Platinats zu gewinnen, das die 
Kigenschaften und den Schmelzpunkt des Cholinplatinates zeigte. 
Dai fiinf Kigelb nach den Angaben von Parke?) 1.45 @ salz- 
saures Cholin lefern, so k6nnen nur sehr geringe Mengen des 


Inzwischen ist uns von der chemischen Fabrik F. D. Riedel. 
Berlin, ino berertwilligster Weise reines Lecithin fiir unsere Versuche zut 
Verfugunyg gestellt worden. Wir werden dasselbe demniichst verwenden 


Hoppe-Seyvler., Physiol. Chemie. S. 
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im Eigelb vorhandenen Lecithins durch die Enzyme des Magens 
ber neutraler Reaktion der gespalten 
werden. Den gleichen Versuch werden wir mit) salzsaurem 
Magensatt wiederholen. 

Wir haben sehlieblich noch einen Versuch mit der Auto- 
digestion eines lecithinreichen Organes, namlich eines Ochsen- 
eehirns, gemacht. Wir gingen dabet eigentlich von der 
Vermutung aus, in einem derartigen Organ anf cin Enzym zu 
stoben, das leicht und schnell das Lecithin zerlegen wiirde. 
Wir warden jedoch durch den Erfolg des Versuchs vollkommen 
enttiiusceht. Wir schildern kurz die Anordnung und die Er- 
sebnisse des Versuches. Ein lebendfrisches Ochsengehirn von 
POO ¢ Gewicht wurde iiuberlich mit destilliertem Wasser abge- 
waschen, von den Gehirnhiiuten moglichst befreit und in einem 
Liter Chloroformwasser verrieben. Nachdem die Verdauungs- 
fliissigkeit konstante Drehung zeigte, gossen wir die Fliissigkeit 
yor. Ungelésten ab, dekantierten den Riickstand mehrfach mit 
destilliertem Wasser und eneten die gewonnenen Fliissigkeiten 
auf dem Wasserbad ein. Dabei schieden sich koaguherte Ei- 
welbkorper in recht betrichtlicher Menge ab. Von diesen wurde 
abifiltriert und das neue Filtrat behandelt, wie wir es mit den 
bei der Autodigestion der Bauchspeicheldriisen erhaltenen Ver- 
dauungsiliissigkeiten getan hatten. Wir fiillten also das Filtrat 
zuniichst mit Barvt aus, um die Phosphate zu entfernen, und 
versuchten dann durch Silbernitrat, Baryt und Phosphorwollram- 
sdure die entsprechenden) Fraktionen) zu erzeugen. der 
Fraktion der Alloxurbasen fand sich nur Chior, die Histidin- 
frektion und die Lysinfraktion entstand tiberhaupt micht. Es 
war also aus dem Lecithin des Gehirnis auch keim Cholin 
fre; geworden oder, was dasselbe heft. es war kein Lecithin 
zersetzt worden. Nur in der Arginintraktion erhelten wir 
eeringe Fiillung, aus der wir kleine Mengen basisch reagierender 
orgunischer Substanz zu isolieren vermochten. Demmnach scheint 
sich im Gehirn des Ochsen ei Jecithinspaltendes Enzvm nicht 
zu finden. Auch die proteolytischen Enzvyine, die sich vielleicht 
iin Gehirn finden, scheinen das geloste Eiweib. unserem Ver- 


such nach zu urteilen, wenig zu verdndern, 
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Beitrage zur Kenntnis der Hemicellulosen. 
Il. 


Von 
E. Schulze und N. Castoro. 


Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium des Polytechnikums in Zurich.) 


(Der HRedaktion zugegangen am 23. Juli 1903. 


Bekanntlich hat man in sehr vielen Pflanzensamen Hemicel- 
lulosen gefunden und fiir eine grobe Anzahl der letzteren mit 
Sicherheit: festgestellt, was fiir Glukosen sie ber der Hydrolyse 
liefern. Dageven besitzen wir nur wenig Kenntnisse iiber die 
vegetativen” Organen enthaltenen Stoffe solcher Art. Dies 
veranlabte uns zur Ausfiihrung der im folgenden beschriebenen 
Untersuchung, deren Gegenstand die von H.C. Schellenberg!) 
in dem untersten Internodium des Stengels von Molinia coerulea 
entdeckte Hemicellulose war. Uber die bei der mikroskopischen 
omikrochemischen Untersuchung dieses Objekts von ihm 
erhaltenen Resultate machte uns der genannte Forscher folgende 
dankenswerte Mittetlungen: «Zu den wenigen Griisern, die in 
Ihren vegetativen Organen hKorper als Rescrve- 
stoffe aufspeichern, gehort das Besenried ( Molinia coerulea Monel. 
An der Halmbasis tindet sich ein krug- oder flaschenfGrmig) aui- 
eetmebenes Internodium. dm Gegensatz zu den iibrigen Halm- 
teilen) ist) dieses Stick obne Markhoéhie. erobzelliges 
Parenchym fiillt den ganzen Markraum aus. Dieses Internodium 
ist neben den dicken Wurzeln das Speicherorgan fiir die wiihrend 
des Sommers aufgenommenen Stotfe. Wiihrend des Spitsommers 
summelt sich diesem Speicherinternodium wie man es 
nennen kann, eine grobe Menge von Stitrkemehl an. Die 
Wandungen der Parenchymzellen in dem Speicherinternodium 


oH. CG. Schellenberg. Uber die Bestockunesverhiltnisse vol 


Molinia coerulea Moneh. Berrehte der sehweizerischen botanischen Gesell- 


schaft. Heft 7. 1S97, 
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sind zu dieser Zeit diinn und zeigen gegeniiber anderen 
parenchymatischen Geweben keine Besonderheiten. Im Herbst 
beginnt die Auflagerung eigenartiger Verdickungsschichten aut 
die primiren) Membrane der Parenchymzellen, die antangs 
Winter ihren) Abschlub findet. Gleichzeitig tritt das Stiirke- 
meht nach und nach zuriick: im Winter ist es vollig aus dem 
Speicherinternodium. verschwunden. » 

“Wenn im Fruhling die Knospen an der Basis des 
Speicherinternodiums austreiben, so werden die Verdickungs- 
schichten der Parenchymzellwiinde wieder aufgelost. Die Aul- 
lOsung beginnt am Knospengrunde und schreitet im Mark von 
Zelle zu Zelle vorwiirts ohne Riicksicht auf den Verlauf der 
Gefibbiindel. Wahrend des Losungsprozesses tritt im Parenchym 
wieder reichlich Stiirkemehl auf. Letzteres kann sich, wie 
fortgesetzte Beobachtungen zeigten, nicht allein auf Kosten von 
allfillig im Zellsaft gelOstem Zucker gebildet haben, sondern es 
mub dazu auch Material aus einer anderen Quelle geletfert 
worden sein. Dies kann aber nur auf Kosten der Verdickungs- 
schichten geschehen, die gleichzeitig aufgelbst werden. Durch 
die Aufl6sung dieser Schichten wird mehr Substanz in Losung 
gebracht, als durch den wachsenden Trieb verbraucht wird: 
der Uberschu’ dient als Material zur Stirkemehtbildung. 

Nach diesem Verhalten miissen die Verdickungsscehichten 
des Parenchyms Speicherinternodium  physiologisch als 
angesehen werden.!) mikrochemischer 
Bezichung unterscheidet sich die Substanz. aus der die Ver- 
dickungsschichten bestehen. scharf von der echten Cellulose, 
Sie zeigt folgendes Verhalten: 

In 50° oiger Salzsiture quillt sie auf und lost) sich dann 
rasch in der Wiilte: 

2. Sie ist auch tn kochender, 5° oiger Salzsiiture lOslich: 

Mit wiisseriger oder alkoholischer Jodl6sung und mut 
Jodjodkalium gibt sie keine Reaktion: 

tf. Ste lost sich nicht in Kupferoxvdammoniak : 

Das Speicherinternodium besitzt gleich vielen reservec 


haltigen Samen eine sehr harte Beschatfenheit 
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9). Mit Chlorzinkjod in verdiinnter Losung gibt sie keine 
Reaktion: emer konzentrierten Losang quilt: sie schwach 
auf und nimmt eine schwach violette Fiarbung an. 3) 

Nach diesen Reaktionen muh die Substanz, aus der die 
Verdickungsschichten bestehen, za den Hemicellulosen vestellt 
werden. Schon thr mikroskopisches Bild weicht von demjenigen 
der echten Cellulose ab. Es ist eme stark lichtbrechende, 
farblose, dicke Schicht, die der primiiren Zellmembran 
selagert ist und von dieser durch ein anderes Lichtbrechungs- 
vermogen sich scharf abhebt. Zahlreiche Poren verbinden die 
elnzelnen Zellen mitemander. 

Die Aufl6siung der Hemicellulose vollzieht alntich 
der Stirkemehlaufl6sung.  Zahlreiche feine Porenkaniile bilden 
sich vom Zellinnern aus, die gegen die Mittellamelle zu 
waehsen, bis sehhebBlich die ganze Verdiekungsschicht 
ist. Nur die primaren Membranen der Parenchymzellen bleiben 
zurtiek, die Verdickungsschiehten vollstiindig gelOst 
werden, 

Nachdem $b. THlansteen?) mittels der Gipsstibchen- 
methode gezeigt hatte. dab es vgelingt. kiinstlich Endosperimne 
und Wotvledonen= zu entleeren, wenn man fiir Ableitung der 
Lostungsprodukte soret. so fragte ich mieh, ob das Gleiche 
ber hemicellulosehaltigen Organen, speziell ber Molinta coerulea, 
auch auszuttihren ser Ber eeereneter Versuchsanstellung erhielt 
ichoin der Tat gute Resultate. Die Verdickungsschiehten wurden 
velost und das Stirkemehl aus dem Speicherinternodium ent- 
fernt. nachdem der wachsende Sprof abgeschnitten das 
Speicherinternodiam durch cin Gipsstiibchen mit einem Wasser- 
bassin Verbindung gebracht) worden war. Das Speicher- 
infernodimm verhiilt sich also in dieser Beziehung wie dus 
Endosperm emes Getreidesamens, 

Diese Mitteilungen geben ein klares Bild von dem muikro- 


Alle Cellulosereaktionen, ber denen Siiuren von miéfiger Kon- 
tration angewendet werden, versazen. weil durch die Siiure 


Substanz sofort aufgelOst wird. 


b. Hansteen, Flora, Erginzungsband 
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chemischen Verhalten der in dem Speicherinternodium von 
Molinia coerulea sich vortindenden Hemicellulose und von der 
Rolle, die dieser Zellwandbestandteil im Stoffwechsel jener 
Pilanze spielt. Es war nun von Interesse, diese Beobachtungen 
durch eime makrochemische Untersuchung zu ergiinzen. Wie 
Herr Dr. Schellenburg dazu die Anregung gab, so hatte er 
auch die Gefilligkeit, sich an der Beschatlung des erforder- 
lichen Untersuchungsmaterials zu beteiligen: letzteres wurde 
auf zwel unter seiner Fiihrung in die Umgegend von Ziirich 
gemachten Exkursionen im Dezember gesammelt. Es bestand 
aus den Speicherinternodien und den Wurzeln der Molimia. 
Nachdem durch Waschen mit Wasser die anhiingende Erde so 
vollstiindig wie moglich entfernt worden war, wurden die 
Internodien von den Wurzeln getrennt: beide Tele wurden 
nun ber 60-—70° getrocknet und sodann mit Hilfe der 
Dreefsschen Reibe feines Pulver verwandelt. Mit) den 
Wurzeln haben wir nicht viele Versuche angestellt: als unsere 
Hauptaufgabe betrachteten) wir die chemische Untersuchung 
des Speicherinternodiums. Dazu diente Material aus zwet ver- 
<chiedenen Jahren: das im ersten Jahre gesammelte wurde nur 
fiir cinige orientierende Versuche verwendet: die Frage. was 
Glukosen aus der Hemicellulose des Speicherinmternodiums 
ber der Hydrolyse entstehen, ist) durch Versuche  entschieden 
worden, die mit dem im Dezember 1902) gesamimeltten Matertal 
anvestellt wurden. Die Ergebnisse dieser Versuche teilen wir 
im folgenden in thren Einzelheiten mit: 

Das beim Zerreiben der Internodien erhaltene Pulver, 
dessen Gewicht ungefiihr LOO (gleich G6 Trockensubstanz) 
betrug, wurde zuniiehst mit Hilfe von Ather entfettet: der 
athertische Auszug hinterlies beim Eindunsten nur 
Riiekstand. Die entfettete Masse wurde nun zur Entlernung 
von Proteinstoffen O.05° siver Natronlauge in der Kiéilte 
hehandelt. Der alkalische Auszuge gah omit Essigsiimre einen 
Niederschlag: im Filtrat von diesem Niederschlage  brachte 
Weingeist eine schwache Fiillune herver. Da die Substanz. aus 
der diese Fiillune bestand. naeh dem Erhitzen verdiimnter 


Salzsiture die Fehlingsehe Losing reduzierte. so ist es wahr- 
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scheinlich, daf durch die 0.05°/oige Natronlauge auch eine 
kleine: Menge yon Hemicellulose aufgel6st worden war. 

Nachdem der Extrahieren des Pulvers der 
kalten) verdiinnten Natronlauge verbliebene Riickstand durch 
Waschen mit) Wasser vom Alkali befreit) worden war, be- 
handelten wir ihn, nachdem er zuvor mit Wasser bis fast 
zum Sieden erhitzt worden war, zwei Stunden lang bei 60° 
mit Diastaselo6sung. Dies mute fiir wiinschenwert  erkliirt 
werden, obgleieh bei der mikroskopischen Untersuchung in den 
eingesammelten Internodien kein Stiirkemehl gefunden worden 
war. denn fiir die Versuche itiber die Frage, was fiir Glukosen 
aus der Hemicellulose des Speicherinternodituns entstehen 
kOnnen, mufsten wir ein Material haben, welches zweitellos 
von Stirkemehl vollig fret war. 

Der nach Einwirkunge der Diastasel6sung noch verbliebene 
stiirkemehtfreie Riickstand wurde mit Wasser, Alkohol und 
Ather ausgewaschen, dann iiber Schwefelsiiwe  getrocknet. 
Sein Gewicht betrug nun 7Oe (mit 66,6 ¢ Trockensubstanz). 
In diesem Riiekstand bestimmien wir den Gehalt an Stickstoff 
(nach Kyeldahts Methode) und an Asche. Dabei erhielten wii 
folvende Resultate: 

O,4755 @ wassertreie Substinz gaben O,0030 ¢ = 0.63% 
2. » O.Q03B0 » = 0.03 2/0 

Wenn man die Anmeime macht, dai der Stickstoff 
schhieblich in Form von Proteinstoffen sich vorfand und dal die 
leizteren Stickstoff enthielten, so berechnet sieh fiir den 
analysierten Riickstand folgende Zusammensetzung: 


Protemstotie 
N-frele organische Substanzen 95.49% » 
Asche O.57° 


LOO 
tiber den Gebhalt) dieses Riiekstands an 
Hemicellulose zu erhalten, kochten wir @ davon 2 
Troekensubstanz mit c¢em 1% Schwetelsiure am 


Riicktlabktthler, brachten das Uneeloste auf ein gewogene- 
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Filter und wuschen es mit Wasser vollstiindig aus. Das Filter 
mit seinem Inhalt wurde gewogen, nachdem es bei 100-105 ° 
geniigend lange getrocknet worden war. Wir erhielten foleende 
Zahlen: 

1, O9510 @ wasserfreie Substanz gaben bei einstiindigem 
Kochen QO893 @ Riickstand: 

2. wasserfreie Substanz gaben bet zweistiindigem 
Kochen 0.5624 Riiekstand. 

In Losung waren also gegangen: 


In Versuch O.B617 @ == 88.0%) der angewendeten Substanz: 
2 — 4.8% 


Wie man steht, hat die Verlingerung der Kochdauer auf 
2 Stunden kemen grofen Eintlab auf das Resultat gehabt. 
Nimmt man oan, dai durch die toige Siture nmiehts als 
Hemicellulose gclost und dab letztere ber zweistiindigem Kochen 
mit der Siture ziemlich vollstiindig in Losung geeangen ist, so 
gelanet man zu dein Schlub, dab der analysierte) Riiekstand 
unectihr Hemicellulose enthalten hat. 

Da die Vorversuche die Anwesenheit) eines Pentosans 
ergeben hatten, so war nun noch festzustellen, welcher 
Guantitiit sich dasselbe vorfand. Zuo diesem Zweck wurde 
foleender Versuch angestell(: Wir erhitzten 2.58 @ des hemi- 
cellulosenhaltigen Riiekstands — 2.45 ¢ Trockensubstanz zwetl 
Stunden fang mit 100 com L°oiger Schwefelsiture am Riiek- 
lubkiihler, befreiten die vom Ungelosten abtiltrierte mit) dem 

Allem Anschein nach waren die in einem anderm Jahre ce- 
samimelten Internodien der Molimia bedeutend rercher an Hemicellulose. 
Der aus diesem. nur fiir emige Vorversuche verwendeten) Material dar- 
vestellte <hemicellulosehaltige Riiekstand>. weleher aus 3.5190 Proteim- 
stoffen., 95.909 stickstofffrerer organischer Substanz und O.79% Asche 
bestand, hinterliefS nur 28.8% als er zuerst mit kochender, 
1'4%o1ver Schwefelsiivre. dann omit kochender L'4®o1ger Natronlauge 
behandelt wurde: 7L.2%o dieses Ritekstands waren also in) Losunyg 
vegangen. Wenn auch in diesem Falle der Riiekstand micht blof& mut 
verdiinnter Siiure, sondern auch mit verdiinnter Lauge behandelt wurde, 
so ist doch das Resultat kaum erkliirlich. wenn man nicht annimimt, daf 
dieser Riiekstand reicher an Hemicellulose war, als derjenige, den wir 
beschriebenen Versuche verwendeten. 


fir die oben im Text 
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Waschwasser vereintgte Losung durch Zusatz von Barvt von 
der Schwefelsiture und brachten sie sodann auf ein Volumen 
von 100 cem. Je 50 com dieser Fliissigkeit) wurden sodann 
zur Furfurolbestimmung nach bekanntem Verfahren verwendet. 
lin folgenden geben wir die in diesen Bestimmungen erhaltenen 
Phioroghucidmengen und die denselben entsprechenden Aylan- 
quantitiiten?) an: 

Versuch 1.) Erhalten wurden 0.2480 ¢ Phloroglucid = 0.2034 g Xyvlan. 


Versuch 2. EHO > = (0.1994 


lin Mittel 0.2014 ¢ Nylan. 


Aus diesen Zahlen berechnet sich der Gehalt) des hemi- 
celluloschaltigen Riickstands an einem in kochender einprozentiger 
schwefelsiture loshchen Pentosan (Xyvlanj) auf 164° 0. 

Wir gehen zur Beschreibung der Versuche tiber, durch 
welche die Qualittit der ber der Hydrolyse der Hemicellulose 
entstehenden Glukosen festgestelll wurde. Wir erhitzten 50 ¢ 
des hemicellulosehaliigen Rickstands mit 1 Liter einprozentiger 
Schwefelsiure 2 Stunden lang am Rutickflubkiihler, fiigten de) 
nach dem Erkalten vom Uneelosten abfiltrierten, mit dem 
wasser verelnigten Fliissigkeit noch 6 cem konzentrierte Schwefel- 
siture zu ound lieben sie nun noeh 8 Stunden Jang kochen. 
Dann entfernten wir die Schwefelsiiure durch Zusatz von Barvt 
und dunsteten die vom Barvamesulfat abfiltrierte Losung zum 
sirup ein. Diesen Sirup  zerlegten wir durch Behandeln mit 
kochendem Weinegeist in einen diesem Losungsmittel leicht 
lOstichen und eimen darin schwer loslichen Teil. Wie der 
letztere behandelt wurde. wird weiter unten angegeben werden: 
die weingeistige Losuny des ersteren Teils wurde eingedunstet. der 
in heibem Weingeist aufgenommen | \wo- 
ber wieder ein kleiner Riickstand blieb), diese Operation wurde 
sputter noch eimmal wiederholt. Die in dieser Weise erhaltene 
weingeistige Losung lieferte ber sehr langsamem Verdunsten 


') Wir stellen das Pentosan als Avlan in Rechnung, weil bei de: 
Hydrolvse der Hemicellulose AXvlose erhalten wurde, wie aus den spiter 
folvenden Mittetlungen zu ersehen ist. Die Berechnung wurde nach det 
von B. Totlens dieser Zeitsehrift. Bd. S. 239 mitgeteilten 
Tabelle Kriibers auszefilirt 
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iiber konzentrierter Schwefelsiiure Krystalle, daneben aber cinen 
Sirup. Die nach dem Abgiefen dieses Sirups durch Behandlung 
mit einer geringen Menge von warmem Weingeist, sowie durch 
Aufstreichen auf eine Tonplatte von der Mutterlauge befreiten 
Krystalle waren ungefiirbt: sie lieferten beim Erhitzen mit Phloro- 
glucin und Salzsiiure eine rein kirschrote” Fliissigkeit, woraus 
zu schheben war, dab eine Pentose vorlag — eine Sclilub- 
folvgerung, die auch mit der von uns nachgewiesenen starken 
Furfurolbildung ber der Destillation des Glukosegemenges mit 
Salzsiiture in Einklang steht. Um festzustellen, ob Arabinose 
oder Xvylose vorlag, wurde eine wiisserige Losung des Zuckers 
in Soleil-Ventzkeschen  Polarisationsapparat untersucht. 
Dabei ergab sich foleendes: Kime Losung, die in com ¢ 
wasserfreie Substanz enthielt, drehte nach 2¢stindigem Stehen 
in 2OOmm-Rohr im Mittel mehrerer Beobachtungen ber 10° C. 
6.6° nach rechts, demnach ist == 4- 22,8°. 

Der Zucker wurde nun noch eimmal aus verdiinntem 
Weingeist umkrvstallisiert, was sehr leicht von statten ging, 
dann wieder Polarisationsapparat untersucht. Das Resultat 
war nun folgendes: Eine wiisserige Losung, die in’ 10> cem 
wasserfreie Substanz enthielt, drehte im 200 mm-Rohr 
ber 20°C. nach 2% Stunden 4.2° nach rechts: demnach war 

Diese Zahl stimmt mit dem spezitischen Drehungsver- 
mogen der Nylose tiberein.  Allerdings far vollig reine 
Avlosepriiparate das Drehungsvermogen noch etwas niedriger, 
nimlich = + 18 bis + 19°, gefunden worden: fiir nicht sehr 
oft umkrystialisierte Praparate fand man aber wiederholt 
la)? == 20 °. 

Kine Bestitigung der Annahme, dab Aylose vorlag, lieferte 
noch die Untersuchung des nach bekanntem Verfahren dar- 
gestellten Osazons unseres Zuckers: dieses Osazon schmolz 
im Kapillarrohrehen ber 156—157 gleichzeitig mit dem Osazon, 
welches aus einem Aylosepraparat unserer Sammlung dargesteilt 
worden war. 

Der oben erwihnte Umstand, dai die weingeistige Gluko-e- 
losung nur schwierig zum Krvstallisieren zu bringen war, multe 
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schon zu der Vermutung fiihren, dab jene Losung nebeun Xvlose 
noch einen andern Zucker enthielt, welcher sich weit schwerer 
als die Xvlose in Krystalform iiberfithren lieb. Die Richtigkeit 
dieser Vermutung war leicht zu beweisen. Als der von den 
Xylosekrystallen abgegossene Sirup Wasser verdiinnt, mit 
Tierkohle entfiirbt und im Polarisationsapparat untersucht wurde, 
erwies er sich als linksdrehend: eine wasserige Losung, die 
In 10 com ungetiihr 0.69 ¢ wasserfreie Substanz enthielt, drehte 
Im ZOOmim-Rohr ber 19° C. S.-V. nach Jinks: daraus 
berechnet sich ca, — 40% Dai die im Sirup ent- 
haltene Glukose mit) Resorcin und Salzsiure sehr stark die 
Seliwanoffsche Reaktion gab, so ist es sehr wahrscheinlieh, 
daly der Sirup Fructose (Liivulose) enthiell. Natiirlich war 
diese Zuckerart im) Sirup noch Avlose gemengt, wodturch 
Ihr Drehunesvermogen herabeedriickt wurde. 

Aus den im vorigen mitgeteiten Versuehsergebnissen. ist 
dab der in heibem Weingeist leicht losliche Teil 
des ber der Tydrolyse der Hemicellulose erhaltenen Zuckersirups 
neben Nylose sehr wahrscheinlich auch Fructose enthielt. 
Den in dem genannten Losungsmittel schwer l6shehen Teil 
dieses Sirups zerlegten wir wieder zwet Teile, indem wir 
thn wiederholt mit heibem Weimgeist, unter Zusitz von etwas 
Wasser behandelten und die dabet enstandene Losung yom 
Lngelosten abgossen. Aus emem Teil des beim Verdunsten 
dieser Losung resulticrenden Sirups stellten wir nach bekanntem 
Verfahren ein Osazon dar. Dieses Osazon schmolz nach dem 
ber 200° und war demnach wahrscheinhch 
Glukosazon. Den Rest des Sirups verarbeiteten wir nach den 


von Tollens und seinen Schiilern gegebenen Vorschriften aut 


Zuckersiiure. Wir erhielten ein im Aussehen mit dem sauren, 
zuckersauren Walium Salz reiehlicher 
Menge. Das daraus dargestellte Silbersalz glich im Aussehen 
vellstiindig dem zuckersauren Silber. Die Analyse des  tiber 
Schwefelsiiure bis) zur Konstanz des Gewichts eetroekneten 


Salzes gab foleende Resultate: 


O3B9LO Substanz gaben 0,200 ¢ = 51.15% Ag 
IH. 0.160 — 51,12° 
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Im Mittel wurden also in diesem Salz 51.14° o Ag gefunden, 
wihrend die Theorie fiir zuckersaures Silber o Ag verlangt. 

Aus diesen Versuchsergebnissen ist) zu schheben, dab 
der bei der Hydrolyse der Hemicellulose erhaltene Zuckersirup 
neben Aylose und Fructose auch Traubenzucker (d-Glukose) 
enthielt. Die Hemicellulose schlo6b demnach ein Nylan und ein 
Dextran, daneben hochst wahrscheinlich ein Livulan, ein. 
Die Priifung des Zuckersirups auf Galaktose und auf Mannose 
cab negative Resultate: demnach war in der Hemicellulose weder 
Galaktan noch Mannan enthalten. 

Was fiir Produkte bei der Aufl6sung der Hemicellulose 
des Speicherinternodiums im Stoffwechsel der Molinia zuniichst 
entstehen, ist nicht bekannt; doch bildet) sich nach den Be- 
obachtungen H. G. Schellenbergs auf Kosten dieser Produkte 
Stirkemehl die Pfilanze ein Dextran und ein Liivulan 
zur Stiirkemehlbildung verwenden kann, ist leicht verstiindlich : 
die Umwandlung eines Pentosans Stiirkemehl wird einen 
etwas) Arbeitsaufwand beanspruchen: doch darf man 
vielleicht annehmen, dafi auch diese Umwandlung sich der 
Pilanze ohne Schwierigkeit) vollzieht. 

SchhieBlich ist noch einiges tiber die Versuche mitzuteien, 
die wir mit den Wurzeln der Molinia angestellt haben. Diese 
Wurzeln wurden getrocknet, fein zerrieben, mit Hilfe von Ather 
vom Fett befreit. sodann mit DiastaselOsung behandelt, schheb- 
lich mit Wasser, Alkohol und Ather ausgewaschen. Der dabei 
verbliebene Riickstand lieferte beim Kochen mit eimprozentiger 
Schwefelsiiure eine zuckerreiche Losung. Der ber Verarbeitung 
dieser Losung resultierende Zuckersirup wurde ftir eine Furfurol- 
hestimmung verwendet: 1.391 des Sirups  lieferten dabei 
O3866 ¢ Phloroglucid. Demnach war auch ner cine Pentose 
In Quantitét) vorhanden. Der Sirup wurde 
durch Behandlung omit Weingeist in einen in diesem Losunys- 
mittel leie¢ht J6slichen und einen darin schwer loslichen Teil 
zerlegt. Die Losung des ersieren Teils gab mit Benzylphenyl- 
hyvdrazin in geringer Menge ein krystallinisches Produkt, welches 
ber 172—174° schmolz und demnach wahrscheinlich das Benzyl- 
phenylhydrazon der Arabinose war. 
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Wir beniitzen die Gelegenheit noch zur Berichtigung von 
zwelt Angaben, die sich in unserer ersten Abhandlung (diese 
Zeitschrift, Bd. XXXVIL S. 40—53) finden. Auf Seite 44 wird 
gesagt, dal ein groberes Quantum des Riickstandes zwel Stunden 
lang am RiickfluBkiihler erhitzt worden sei: aus Versehen sind 
hier die Worte «mit einprozentiger Schwefelsiiture» ausgelassen 
worden. Ferner wird auf Seite 52 gesagt, dafi man, auch ohne 
dariiber Versuche angestellt seien, im Hinblick auf die an 
Lupinus luteus und Lupinus angustifolius gemachten beobach- 
tungen annehmen. diirfe, dab auch die Hemicellulose der Samen 
von Lupinus hirsutus beim Keimungsvorgang gelOst und zur 
Krniihrung der jungen Pflainzchen verwendet werde. Zu dieser 
Angabe ist zu bemerken, daf allerdings eine makrochemische 
Untersuchung tiber diese Frage nicht ausgefithrt wurde: mikro- 
chemisch aber ist von Herrn Dr. H. C. Schellenberg, nach 
einer von Demselben uns gemachten, gefalligen Mitteilung. der 
Nachweis daftiir erbracht worden. in’ der Tat die Hemi- 
cellulose der Samen von Lupinus hirsutus withrend des Keimungs- 
vorgaunges aufgelost wird. 


Uber die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl im Kreatin. 
Von 
C. Beger, G. Fingerling und A. Morgen KReferent) 


(Aus der agrikultur-chemischen Versuchsstation Hohenheim.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Juli 1903.) 


In Band XXXIX, Seite 12, dieser Zeitschrift) verditent- 
lichten Fr. Kutseher und H. Steudel Untersuchungen iiber 
die Stickstoffbestimmung nach Kyeldahl, bet welchen sie zu dem 
Resultat gelangen, dali diese Methode fiir die Untersuchung von 
Kreatin, Kreatinin, Harnsiiure, Lysin, Histidin nicht) brauchbar 
ist. Dieses Kesultat mubte befremden, da die Methode von 
Kjeldahl an zahlreichen Instituten, besonders  agrikultur- 
chemischen Laboratorien, seit fast zwei Jahrzehnten zur Unter- 
suchung der verschiedenartigsten Substanzen verwendet wird 
und sich hierber niemals irgendwelche Schwierigkeit gezeigt 
hat. so dafb die Methode fiir die Stickstoffbestimmung ino allen 
Stoffen, mit Ausnahme solcher, die Stickstoffoxvde oder Cyan- 
verbindungen ete. enthalten und fiir welche das Verfahren, wie 
schon Kjeldahl selbst angegeben hat, nicht anwendbar ist, 
als durchaus brauchbar bezeichnet werden mub. Die Beobachtung 
von Kutscher und Steudel interessierte uns um so mehr, als 
der eine von uns (Morgen) sehr bald nach Bekanntwerden der 
KyeldahIschen Methode, im Verein mit Heffter und Hollrung?; 
eine gréBere Anzahl von vergleichenden Untersuchungen aus- 
gefiihrt und die groBe Genauigkeit der Kjyeldahischen Methode 
dadurch nachgewiesen hat. Es kommt hinzu, dali bei den von 


, 


Chemikerzeitung. Bd. 8, 432. 


| 
| 
| 
an 
Bly 
| 
| 


rt) C. Beger, G. Fingerling und A. Morgen, 


Kutseher und Steudel verwendeten Substanzen ein Versagen 
der Kyeldahischen Methode auch auf Grund der chemischen 
Konstitution dieser Verbindungen nicht anzunehmen ist. und 
weiter auch bereits Kyeldaht?) die Brauchbarkeit seiner 
Methode fiir eine ganze Reihe der verschiedensten) Korper 
Asparagin, Harnstoff, salzsaures  Anilin, Hippur- 
siture, salzsaures Morphin, salzsaures Chinin, Indigotin und auch 
Harnsiiure; dargetan.  <Auffallend war uns weiter bei den 
Untersuchungen vou Kutscher und Steudel, dab dieselben 
mitunter auch richtige Zahlen gefunden haben. Dieses wiire, 
unseres Erachtens, ausgeschlossen, wenn die Methode infolge 
der WKonstitution der untersuchten Stoffe) fiir diese nicht an- 
wendbar wiire. wie dies z. bei Nitraten der Fall ist, bei 
denen man, wenn man nicht ganz besondere Modifikationen 
anwendet, niemals die richtige Zahl nach dem Verfahren von 
Kjeldahl finden wird. Nur durch ein merkwiirdiges Zusammen- 
treffen sich gegenseitig kompensierender Fehler wire es moglich, 
durch eime im Prinzip nicht anwendbare Methode ausnahms- 
weise elnmal auch die richtige Zahl zu erhalten. Erhalt man 
aber mehrmals richtige Zahlen, so ist) daraus doch wohl zu 
schlieBen, dah die Methode Prinzip auch ftir die Unter- 
suchung der betreffenden Substanz zulissig ist und dab ab- 
weichende. also falsche Zahlen. wie Kutscher und Steudel 
sie ber der Mehrzahl ihrer Bestimmungen erhalten haben, daher 
nicht aut die Methode als solehe. sondern auf die Art der 
Austihrung der Methode zuriickgefiihrt werden miissen. 

Wir haben uns nun veranlafit) gesehen, Kreatin 
einige Bestimmungen auszufahren. Das Priiparat stammte von 
Merek, enthiell 10.049 9 Wasser, ermittelt: durch Troeknen im 
Wassertrockenschrank bet ca. 97°C... also 89,9699 Trocken- 
substanz. 

Die mit diesem Priiparat ausgefiihrten Stickstoffbestim- 
mungen, von denen eimige nach der tiblichen Methode von 
Kjeldahl, eimge auch nach der von Gunning angegebenen 
Moditikation ausgefiihrt wurden, ergaben folgende Kesultate: 


Zevtschrift fir analvtische Chemie. Bd. 22. 8. 366. 
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Differenz 


An- | N N | gegen den 
side. NaOH N | Bemerkungen 
Nr. Substanz Trocken- | Wert inder 
stane Substanz Procken- 
jecm g | Substanz? 
1 O500 O.1440 3201 ~ O.05 
9 O.500 39.6 0.1428 | 28.56 31.75 — O31 
0.300 36.0 28.75) O10 NachGunning 
4 0.300 39.95 OOS614 28.71 O85 > 
5 0300 35,99 OO8614 2871 | — O15 
(7 O300 35.60) O.OS8d530 
0.300 36.10) 0.08650 | 28.83 82.05 — O01 
0250 30.05 0.07200 2880 32.01 0.05 
10 0.200 23.80 0.05703 28.52. 31.70 — 0.36 
11 0.150 1800) 0.04313 28.75. 31.96 — O10 
12 0.150 17.90 OOF289 28.59 31.738 — 0.28 NachGunning 
Mittel aller Analysen 31.87 
Mittel aller Analysen (Nr. 7 ausgeschaltet) 31.89 - O17 


Die Differenz zwischen den einzelnen bestimmungen 
noch geringer ausgefallen, wenn wir fiir jede Bestimmung eine 
grObere Menge Substanz verwendet hiitten. Aus Rucksieht aut 
die Kostbarkeit des Priiparats haben wir kleine Mengen ver- 
wendet, wodurch natiirlich die Genaulgkeit beeintrachtigt werden 
mub, da bei so kleinen Substanzmengen schon die unvermeid- 
lichen Fehler bei der Titration sich bedeutender bemerkbar 
machen. 

Im Mittel aller Analysen) wurden S1,87° 0 Stickstolf 
erhalten, also eine Differenz von -— 0,19% 9 gegen die berechnete 
Menge. LabBt man die Bestimmung Nr. 7, bet welcher ein 
Kleines Versehen passierte und die also nicht zuverliissig ist, 
die wir aber mitgeteilt haben, um siimtliche Analysen, die wir 
ausgefiihrt haben, anzutiihren, fiir die Berechnung des Mittels 
fort. so ergibt sich als Mittel 51.89° 0 Stickstoff, also nur eine 
Ditferenz von — O.17°% o gegeniiber der theoretischen Zah!. 


1 | cem NaOH = 0.00230 ¢ N 
*) theoretisch 32.06 
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Aus diesen Zahlen man wohl den SchluB ziehen, 
dab die Methode von Kjeldahl fiir die Bestimmung des Stick- 
stoffs im Kreatin durchaus brauchbar und zuverlissig ist, und 
dali die Schlubfolgerung, welche Kutscher und Steudel aus 
ihren Untersuchungen ziehen, nicht richtig und durch falsche 
Austfiihrung der Methode veranlabt ist. 

Es fragt sich nun, worin sind die so abweichenden 
Resultate, welche Kutscher und Steudel erhalten haben, 
begriindet. Man konnte an eine unreine oder sonst abnorme 
Beschaffenheit des Praparates denken: dies erscheint aber nicht 
zutreflend, wenn man berticksichtigt, dah die genannten Forscher 
mit demselben Priparat die allerverschiedensten Zahlen erhalten 
haben: auch haben dieselben bei der Bestimmung nach 
Dumas Zahlen erhalten, welche fiir die Reinheit des Priiparats 
sprechen. Es daher, wie wir schon oben anfiihrten, die 
Ursache der Differenzen der Ausfiihrung der Bestimmung 
gesucht werden. 

Auffallend ist, dai Kutscher und Steudel die alte 
Methode der Oxydation mit Permanganat noch anwenden, 
welche Kjeldahl urspriinglich vorgeschlagen hat. Allerdings 
lassen sich auch auf diese Weise durchaus brauchbare Resultate 
erhalten, wie das unter anderem auch die Untersuchungen von 
Heftfter, Hollrung und Morgen zeigen, welche seiner Zeit 
auch nach diesem urspriinglichen Verfahren ausgeftihrt wurden. 
Die Oxvdation mit Permanganat ist aber eine nicht saubere, 
wenlg uangenehme Arbeit, welche auch leicht zu Verlusten 
fiiren kann, wenn man die Operation nicht mit grobter Vor- 
ausfiihrt.4) Man hat daher bald dieses Verfahren ver- 
lassen ound die ZerstOrung der organischen Substanz durch 
Zusatz von WKupfersulfat bewirkt, woedurch das Verfahren 
wesentlich vereinfacht und verbessert wurde. Dann hat man 
das Kupfersulfat) durch metallisches Quecksilber ersetzt und 
damit die Operation noch mehr beschleunigt, und dieses letztere 


' Dah die Oxvdation mit Permanganat bedenklich ist. zeigen auch 
die Zahlen von Kutscher und Steudel. welche gerade bei Anwendung 
yon Permanganat gewoOhnlich noch grofere Differenzen fanden, als ohne 


Permanganat 
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Verfahren wird wohl seit etwa 1! 2 Jahrzehnten, wenigstens 
in den agrikultur-chemischen Laboratorien, ausschlieblich ver- 
wendet:; neuerdings hat man dann noch die Modifikation nach 
Gunning (Zusatz von Kaliumsulfat) gepriift und dieses Ver- 
fahren insofern als besonders brauchbar befunden, als dadurch 
die Aufschhebungsdauer noch wesentlich abgekiirzt) werden 
kann. Die Aufschliebungsdauer scheint uns in erster 
Linie die Ursache der Differenz bet Kutscher und 
Steudel zu sein: dieselben geben eine Kochdauer von 5. bis 
30 Minuten an, in eimgen Fallen auch 60 Minuten.  Greifen 
wir gleich die erste Bestimmung, ohne Kupfersulfat und Per- 
manganat, auf Seite 15 heraus, so zeigt sich hier der Einflub 
der WKochdauer sehr deutlich, denn es betrug die Differenz bet 
5 Minuten —- 2,55, bei 10 Minuten — 1,01 und bei 20 Minuten 
— O21%o: wir glauben daher, dab die zu kurze Koch- 
dauer in erster Linie die falschen Zahlen verursacht 
hat. Zu dieser kurzen Kochdauer haben sich Kutscher und 
Steudel wohl dadurch verleiten lassen, dab die Fliissigkeit 
bei Verwendung von Kreatin, also einer verhiltnismiaibig kohlen- 
-toffarmen Verbindung, schon nach kurzer Zeit: farblos wird. 
Diese Farblosigkeit ist aber nicht immer ein sicheres Kriterium 
datiir, dab die vollstaéndige Umwandlung des Stickstoffs in 
Ammoniak stattgefunden hat. Bei Substanzen, die sehr kohlen- 
stoffreich sind, wo also eime lange Kochdauer bis zur Farb- 
losigkeit erforderlich ist und wo durch die reduzierende Wirkung 
der Kohle die Ammoniakbildung noch begiinstigt wird, da mag 
das Eintreten der Farbiosigkeit’ ein sicheres Zeichen fiir die 
Beendigung der Reaktion sein, dies ist aber nicht der Fall bei 
solchen Substanzen, die infolge ihrer) Konstitution und Zu- 
samimnensetzung schon nach kurzer Zeit) farblos werden. bei 
denen dann aber die Umwandlung des Stickstoffs in Ammoniak 
noch nicht vollstindig vollzogen. ist. 

Kutscher und Steudel geben auch Seite 15 an. dal 
ber der Destillation die letzten Spuren Ammoniak nur iiuberst 
lingsam abgegeben wurden: ferner, dai ber der Destillation 
ibelriechende, alkalisch reagierende Diimpfe langsam 


lbergingen, so daf diese selbst noch nach  12/stiindigem 
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Destillieren nachweisbar waren. Dieses deutet, unseres Erachtens, 
darauf hin, dafi nicht lange genug mit Schwefelsaéure aufge- 
schlossen war, so dai noch organische (amidartige) Verbindungen 
vorhanden waren und noch nicht aller Stickstoff in Ammoniak 
umgewandelt war. Trifft} dies aber zu, so nattirlich 
zu wenig Stickstotf gefunden werden, und _ tatsichlich haben 
auch Kutscher und Steudel bei 31 der von ihnen mit Kreatin 
ausgefithrten 35 Bestimmungen zu wenig gefunden. Auch bei 
den anderen Substanzen lag das Resultat in 29 von 34 Fiillen 
unter der theoretischen Zahl. 

Die Vorsehrift. zur Ausfiihrung der Kjeldahtlschen Stick- 
stoffbestimmung an den Landw. Versuchsstationen lautet fol- 
vendermaben : 

1. Gewohnliches Verfahren: 

Zur AufschheBbung wird eine stickstofffrere konzentrierte 
Schwetelsiture benutzt, in welcher pro Liter 200 g Phosphor- 
siiureanhydrid aufgelOst sind: dem Aufschliebungsgemisch wird 
bei jeder Bestimmung ein Tropfen (ca. 1 ¢) Quecksilber zu- 
gesetzt: die Aufschliebungsdauer betrigt durchweg 
drei Stunden. 

2. Moditikation nach Gunning: 

{-—2 ¢ Substanz werden mit 20cem stickstofffreier konzen- 
trierter Schwefelsiiure unter Zusatz von etwas (ca. 1g) Queck- 
silber bis zur AufloOsung erhitazt, was in ungefihr 15 Minuten 
erreicht. ist: darauf werden 15—18 stickstofffreien Kalium- 
sulfates zugegeben und die Mischung wird weiter gekocht: nach 
eingetretener Farblosigkeit, wird das Erhitzen noeh 15 Minuten 
fortgesetzt. Die aufgeschlossene Masse wird nach etwa 10 Minuten 
langem Stehen mit Wasser verdiinnt. Bel Substanzen, welche 
erfahrungsgemiB nicht schitumen, kann das Kaliumsultat gleich 
zu Anfang zugegeben werden. 

Nach dieser Vorsehrift) betriigt also die Kochdauer nach 
dem gewohnlichen Verfahren durchweg drei Stunden, bei der 
Moditikation nach Gunning ist sie, je nach der Natur der 
Substanz, kiirzer, dauert aber, alles in allem. auch etwa_ eine 
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Nach dieser Vorsechrift haben wir unsere Untersuchungen 
des Kreatins ausgefiihrt und, wie unsere Befunde zeigen, stets 
richtige Zahlen erhalten. 

Es liegt daher gar kein Grund vor. die Brauch- 
barkeit der KjeldahIschen Methode, wenn sie so aus- 
gefiihrt wird, wie sie ausgefiihrt werden soll, fiir die 
Untersuchung des Kreatins anzuzweifeln. Es sind auch 
keine Vorarbeiten zur Ermittlung des Optimums, wie Kutseher 
und Steudel meinen, erforderlich: sobald man die Methode 
richtig ausfithrt, erhalt man, wie die auberordentlich grofe 
Zahl der nach dieser Methode bisher untersuchten, sehr ver- 
schiedenartigen Substanzen wohl geniigend erwiesen hat, auch 
unter allen Umstianden richtige Resultate. Die iibrigen von 
Kutscher und Steudel gepriiften Substanzen haben wir nicht 
untersucht, glauben aber auf Grund der schon oben gemachten 
Darlegungen annehmen zu diirfen, dali es sich auch bei diesen 
Substanzen ebenso verhalten wird, wie beim Kreatin: beziiglich 
der Harnsiiure hat ja auch bereits Kjeldahl die Brauchbarkett 
seines Verfahrens bewiesen. 
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Die Kohlehydratverbrennung in den Muskeln und ihre 
Beeinflussung durch das Pankreas. 


Mitteilung.) 


Von 
Otto Cohnheim. 


(Aus dem physiclogischen Institut Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. August 1903.) 


In den Muskeln werden grobe Mengen von Traubenzucker 
verbrannt, und nach unseren heutigen Anschauungen ist) anzu- 
nehmen, daf diese Verbrennung durch ein in den Muskeln 
enthaltenes Ferment geschieht. Ist) doch die Spaltung des 
Traubenzuckers in der Hefe von Buchner?!) auf ein Ferment, 
die Zymase, zuriickgefiihrt worden, und haben Hahn?) und 
Stoklasa*) gezeigt, dab auch die hoéheren Pflanzen ein der- 
artiges Enzym enthalten. Es hat indessen bisher nur Lauder 
Brunton?) ein diuberst schwaches glykolytisches Ferment in 
den Muskeln beschrieben. Sonst ist immer nur von der Glykolyse 


') E. Buchner. Alkoholische Girung ohne Hefezellen. B. b. 50, 
117. 1897. — 30.1110, — 31. 568, 1898, — E. Buchner u. R. Rapp, 
Ibid. 30, 2668. — 31, 1084, L090, 1431, 1898. — 32. 127 u. 2086, 1899. 
— R. Albert, B. B. 32, 2372, 1899. — R. Albert u. E. Buchner ibid. 
33. P66, L900. — E. Buchner, 33, 3307. 3311. — R. Albert. E. Buchner 
u. EK. Rapp, 35, 2376, 1902. — E. Buchner, H. Buchner u. M. Hahn. 
Zymasegiéirung, [903, 

*) M. Hahn, Chemische Vorgiinge im zellfreien Gewebssaft von 
Arum maculatum.  B. B. 388. 3555, L900. 

YJ. Stoklasa. J. Jelinek u. J. Vitek. Hofmeisters Bei- 
triige 3. 400, 1905, 

‘) Lauder Brunton, On a probable glycolytic ferment in 
muscle ete. Zeitschr. f. Biologie 34. #87 (1896). — Lauder Brunton 
uo J. H. Rhodes, Zentralblatt f. Physiologie 12, 353, L898. 
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im Blute die Rede gewesen, die hauptsiichlich von Lépine?) 
untersucht worden ist. Wie Krauss?) und Arthus§) ausfiihrten, 
ist sie aber viel zu klein, als dai man sie fiir die Umsetzung 
yon mehreren Hundert Gramm Dextrose im Organismus des 
Menschen verantwortlich machen konnte. In den Leukocyten, 
in denen Trimmer aller anderen KoOrperenzyme vorkommen, 
sind eben auch geringe Spuren des anderswo im Korper 
wirkenden glykolytischen Enzyms enthalten. 4) 

Andererseits hat die Entdeckung des Pankreasdiabetes 
durch v. Mering und Minkowski®) gezeigt, daf das Pankreas 
der hOheren Tiere eine entscheidende Rolle im Zuckerstoff- 
wechsel spielt. Es secerniert ins Blut etwas, dessen Fehlen die 
Verbrennung des Traubenzuckers unmodglich macht, so wie sie 
unter pathologischen Bedingungen beim menschlichen Diabetes 
aufgehoben oder beschrinkt ist. Es ist daher auch im Pankreas 
nach einem glykolytischen Ferment gesucht worden, indessen 
ohne Erfolg.®) Der einzige, der eine ZuckerzerstOrung durch 
Pankreas in vitro beobachtet haben will, ist Simacek, 7) und 
er hat unterdessen zugeben miissen, dab die Glykolyse in seinen 
Versuchen im wesentlichen durch bBakterien  hervorgerufen 
worden war.*) Ich komme auf die Arbeit zurtick. 

Ich habe nun versucht, die beiden Organe zu kombinieren, 
und nachgesehen, ob vielleicht Muskel und Pankreas zusammen 
ein glvkolytisches Ferment enthielten, das ihnen beiden getrennt 
abeeht. Es hat sich herausgestellt, da dies in der Tat so ist. 


') R. Lépine, C.r. 110, 742, 1514, 1890. — R. Lépine u. Barral, 
Ferment glycolytique et Diabéte. Paris i891. — Dieselben, r. 112. 411, 
1414, 1891. — 113, 118. 729 


*) F. Krauss, Zeitschr. f. klin. Med. 21, 315, 1892. 

) M. Arthus, Arch. de Physiol. 24. 5457 nach Maly 25, 

‘) M. Arthus, C. r. 114, 605, 1892. Mém. Soc. Biol. 43. 65 
nach Maly 21, 9%), 1891. 


Jove. Mering u. O. Minkowski, Schmiedebergs Archiv f. 


PRO) 


experimentelle Pathologie u. Pharmakologie 26. 371. — O. Min- 
kKowski, ibid. 51, 83. 1893. 

") M. Herzog, Hofmeisters Beitrige 202, 1902. 

7) Simacek, Zentralbl. f. Physiologie 17. 5. 1903. 


Derselbe. ibid. 17, 209, 1905. 
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Aus dem Gemenge von Muskel und Pankreas lat sich 
eine zellfreie Fliissigkeit gewinnen, die zugesetzten 
Traubenzucker so verindert, er nicht mehr dureh 
die Reduktion nachgewiesen werden kann, withrend 
die vereinzelten Organe dies nicht tun. 

Die erste und hauptsiichlichste Schwierigkeit bei den Ver- 
suchen bestand in der geniigenden Zerkleinerung der Muskeln, 
Die elastischen) Sarkolemmschliuche, denen das Plasma 
enthalten ist, lassen sich mittels einer Fleischhackmaschine gar- 
nicht, mit dem Wiegemesser schlecht zerkleinern, und durch 
Quarzsand noch viel schwerer zerreiben, als die Hefezellen in 
Buchners Versuchen. Ich kam nur durch Verwendung der 
von Kossel?) erfundenen Zerschneidemaschine zum Ziel. Bei ihr 
wird das Organ in einem Metallzylinder durch feste Kohlensiiure 
zu kis gefroren, und der Eiszylinder durch rotierende Messer 
abgetriist, eine schneeartige Masse verwandelt. Die Zer- 
klemerung der Organe ist eme so vollkommene, man 
mikroskopisch in dem erhaltenen Brei nichts mehr von der 
charakteristischen Zellstruktur erkennen kann. Der Brei wird 
dann, genau wie in) Buchners Versuchen, mit Kieselgur 
gemengt, in etn Koliertuch eingeschlagen und in einer hydrau- 
lischen Presse ber einem bis zu 300 Atmosphiiren gesteigerten 
Druck ausgeprebt. Anfangs setzte ich dem Muskelbret «Ringer- 
sche Losunge zu, d. h. physiologische Kochsalzlésung, die auber 
CINa noch CO CIK und Cl,Ca enthalt. Doch habe ich 
in mehreren Versuchen, in’ denen ich gerade viel Fliissigkeit 
zusetzte, sehr schlechte Resultate gehabt. Konstant war dies 
nicht, und es sind unten noch einige dieser Versuche mit aut- 
gefithrt; ich habe dann spiiterhin vorgezogen, jeden Zusatz zu 
unterlassen. seit) dieser Zeit) wurden die Ergebnisse 
konstant. 

Ich erhielt’ so aus frischen Hunde- oder Katzenmuskeln 
eine klare. je nach dem Blut- und Hiimoglobingehalt mehr oder 
weniger gefiirbte Fliissigkeit) vom spezifischen Gewicht 
1O15-— 1020, Muskel lieferten bis zu 60. Fliissig- 


') A. Kossel. Diese Zeitschr.. Bd. XXXII. 8. 5, 1901. 
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keit. Die alte Kithnesche!) Anschauung, dafi der eigentlich 
kontraktile Teil des Muskels, das Sarkoplasma, im lebenden 
Zustande eine Fliissigkeit ist, findet hierdureh eine schone 
Hlustration. Das erhaltene Muskelplasma reagiert auf empfind- 
liches Lackmuspapier schwach alkalisch und bleibt bei Zimmer- 
temperatur zunachst ganz klar. Ber Korpertemperatur wird 
die Reaktion bald) sauer, und es tritt) eine flockige Gerin- 
nung ein. 

Die Versuche wurden nun folgendermaben angestellt: 
Hunde oder Katzen wurden getétet (s.u.), die Muskeln abpripariert, 
durch eine Fleischhackmaschine grob zerklemert und gemiseht, 
und entweder allein oder zusammen mit dem Pankreas des- 
~<elben Tieres in der Kosselschen Maschine zerschnitten und 
ausgeprebt. Zu dem erhaltenen Saft wurde Traubenzucker in 
bekannter Menge gesetzt. in einem Teil der Zuckergehalt nach 
Kntfernung des Eiweifes bestimmt, der tbrige Teil mit) groben 
Mengen Toluol versetzt und ber Korpertemperatur stehen ge- 
lassen. Entweder setzte ich die Flaschen im den Briitschrank, 
oder ich versenkte sie in ein auf 37--38° eingestelltes Wasser- 
bad, und leitete einen lebhaften Luftstrom durch die Flaschen. 
Wie die Versuche 1, 2, 4. 9 und LO zeigen, waren die Re- 
sulfate) dabei immer besser, als ohne Luftdurchleitung. Die 
hald auftretende saure Reaktion wurde durch wiederholten 
Zusatz von doppeltkohlensaurem Natron bekampft. eimigen 
Versuchen setzte ich statt dessen MeCO, zu (Versuch 3. 9). 
doch schien dies zu st6ren. Nach emer bestimmten Zeit wurde 
das Eiweifi koaguliert und im Filtrat von neuem der Zucker 
bestimmt. 

Die Koagulation erfolete, wie ich friiher?) beschrieben habe, 
durch Kochen unter Zusatz von Chlornatrium und Essigsiiure: 
ich erhielt so immer ein klares, schnell filtrierendes Filtrat. 
In diesem titrierte ich den Zucker mit ammomakalischer Kupfer- 
iosung nach Pavy. Ich habe schon mehrmals daraut hinge- 

YW. Kithne, Virchows Arch. 26, 222. 1863. — Protoplasma u. 


Nontraktilitit, Leipzig, Engelmann, 1864. 
“0. Cohnheim, Diese Zeitschr.. Bd. XNATIL S. 455, 1901. 
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wiesen,?) dab die Pavyysche Methode der Zuckerbestimmung 
sehr bequem ist und sehr genaue Resultate liefert. Die An- 
gaben in Hupperts Harnanalyse,?) die Anwesenheit von Salzen 
und anderen Stoffen storten die Methode, ist unrichtig. Ich 
habe mich auch jetzt wieder durch eine grobere Reihe von 
Kontrollversuchen tiberzeugt, dab ich im Filtrat des Muskel- 
plasmas richtige Werte erhielt. Beispiel fiihre ich an: 
Muskeln und Pankreas einer Katze werden zerschnitten und 
ausgeprebt. Es resultieren 87 com, die mit Toluol versehen in 
den Bratschrank kommen und durch NaHCO, alkalisch gehalten 
werden. Am niichsten Tage werden 

a) 42 com ohne Zusatz koaguliert und titriert. 61 me 
Dextrose, also in 20 com 29 me. 

bh) 20 com wurden mit 250 mg Dextrose versetzt. um- 
geschittelt, koaguhert und titriert. 273 me. 

20 com mit 500 mg Dextrose versetzt, umgeschiittelt. 
koauguhert und titriert. me. 

Der gewohnlichen Bestimmung nach Fehling haftet noch 
ein Ubelstand an: Ammoniak und andere Kérper halten Kupter- 
oxvdul in Losung. Auch dies ist bei der Pay yschen Methode 
nicht der Fall. dem = angefiihrten Beispiel gab die 61 my 
“Zucker enthaltende Losung a) z. keine) Reduktion mit 
Feblingscher Losung. Uber die Stérung durch Pepton s. u. 

leh gebe im folgenden nur die letzten Versuche wieder, 
ber denen die oben geschilderte Technik vollig ausgebildet war. 
Unter den friheren) Versuchen hatte ich zwar eine Reihe 
positiver, daneben aber auch zahllose Fehlversuche, selie 
daher von der Zitierung der positiven ab. Da der Muskel selb=t 
Zucker, auch andere reduzierende Korper enthilt, so be! 
den meisten Versuchen der Zuckergehalt) anfangs nicht uner- 
heblich er6ber, als ihn der Zusatz allein bedingt. 


QO. Cohnheim, Zeitschr. f. Biol, 87, 129, 1898. — Diese Zeitschr., 
Bd. XXXII, S. 25, 1901. 

7) Neubauer u. Vogel, Analyse des Harns. 10. Aufl. von Huppert. 
S.. 773, 1898, 
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Versuch 1. 
Katze. 90 g Muskeln ohne Pankreas ergeben 50 ccm 
Prefsaft. Zugesetzt 0,75 g Dextrose. 
Sofort 765 mg 
Am niichsten Tage 764+ >» 
350g Muskeln derselben Katze +- Pankreas geben 206 ccm. 
Zusatz 4,5 ¢ Dextrose. 
127 ccm (Luftdurchleitung) == 205 g Muskeln. 
Vorher 2,083 g Zucker 
Nachher 1.37 > 


0.713 g umgewandelt = 3.5 g pro Kilogramm. 
30 ccm (Brutschrank) == 50 g Muskeln. 
Vorher 0.493 g Zucker 
Nachher 0.375 >» 


Differenz O118 g Zucker = 2.36 g pro Kilogramm. 
cem 30 cem Serum (Brutschrank) = dU g Muskeln 


Vorher 0,493 g 
Nachher 0.426 » 


Differenz 0,067 ¢ 


Versuch 2. 
Hund, 6 Tage nach Pankreasexstirpation. 275 g Muskeln 
ohne Pankreas ergeben 140 com. 0,5 g Dextrose. Luftdurch- 


leitung, 
120 Vorher 0.852 Zucker 
Nachher 0,791 > » 


Differenz 0,061 g Zucker == 0.26 ¢ pro Kilogramm 
390 Muskeln desselben Hundes -+- 1 Pankreas eines 
andern Hundes. 190 cem. 4.0 g Dextrose. 
107 com (== 190 g Muskeln). Luftdurchleitung. 
Vorher 2,493 ¢ Zucker 
Nachher 1,41 >» » 
Differenz 1.08 g¢ Zucker = 5.6 g pro Kilogramm. 
30 cem (= 453 g Muskeln). Brutschrank. 
Vorher 0,700 ¢ Zucker 
Nachher 0,520 >» 
Differenz O180 g Zucker = 1.3 ¢ pro Kilogramm 
cem -+- Blut (== 53 g Muskeln). Brutschrank. 
Vorher 0,700 g Zucker 
Nachher 0.606 > >» 
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Versuch 3. 
Katze. Durch Ather getétet. 450 g Muskeln Pankreas 
veben 214 cem. Dazu 3 g Dextrose. 
Die Hauptmasse mit Luftdurchleitung geht verloren. 


cem (== 09 g Muskeln). bBrutschrank. 
Vorher 0.464 ¢ Zucker 
Nachher 0.225 » 


Differenz 0.239 g Zucker = 4 g pro Kilogramm. 
-+ MgCO, (= 59 ¢ Muskeln). Brutschrank. 


Vorher 0,464 g Zucker 
Nachher 0,279 > : 


li fferenz g Zucker. 


, 


Versuch 4. 


Katze. O00 ¢ Muskeln -+ Pankreas + 150 cem Ringersche 
Losung geben 460 cem. Zusatz 5.0 g Dextrose.  Toluol. 

Je 30 com werden koagulert. Sie entsprechen ca. 31 ¢ 
Muskeln. 


Vorher 0.564 ¢ Zucker 


Nach 5',stiindiger Luftdurchleitung O,f51 > 
> 0.503 » 
Differenz 0.260 g Zucker = &.4 g pro Kilogr. 
Brutschrank mit Toluol » 


Chloroform 0.342 
— Thymo! 


Versuch 5. 


Katze. Muskeln ohne Pankreas geben ccm. 
@ Dextrose. 
s8 cem (== 147 g Muskeln). Luftdurchleitung. 


Vorher 759 mg 
Nachher » 


Differenz 108 mg = 0,73 g pro Kilogramm. 
Das Pankreas derselben Katze mit) gekochten) Muskeln 
versetzt. Gibt cem. 


Vorher 1.25 ¢ Dextrose 
Nachher 1.25 >» » 
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Versuch 6. 


Hund, 3 Tage nach Pankreasexstirpation. 335 ¢ Muskeln 
geben 180 ccm, wovon 150 verwendet werden. 1,0 g Dextrose 
zugesetzat. 

(31 (Luftdurchleitung). Vorher 1.179 
Nachher 1,160 
Differenz O.O19 g == OO79 ¢ pro Kilogramm. 


315 Muskeln desselben Hundes Pankreas.  Gibt 
150 2.5 g Dextrose zugesetzt. 
139 cem enthalten vorher 2,526 ¢ Zucker 
nachher 2,58 


Versuch 7. 
2 Hundepankreasdrtisen durch physiologische Kochsalz- 
losung angetroren, zerschnitten und ausgeprebt. 


Zugesetzt 0.75 ¢ Dextrose 
Erhalten 0,76 


Versuch 
1 Katzenpankreas wird mit den gehackten Muskeln der- 
selben gefroren, zerschnitten und geprebt. 
Zugesetzt 0.0 g Dextrose 
Erhalten O59 » > 
Ks folgen eimige Versuche, ber denen statt des Trauben- 
auckers Glykogen zugesetzt wurde, und auberdem bei 9 und 11 
ein Stiick Leber desselben Tieres, um das Glykogen  vollstan- 
diger als durch die Dextrose des Pankreas zu verzuekern. Zur 
Glykogenbestimmung wurde das Eiweili wie sonst koaguliert, 
sehr gut mit heifem Wasser ausgewaschen und Filtrat 
mit Salz- oder Schwefelsiiture von 1-2 Stunden ge- 
kocht, dann nach Pavy titriert. Zu Ende des Versuches wurde 
die vorhandene KRedaktion dadurch nicht oder wenig vermehrt. 
Die Spaltung war also eine vollkommene gewesen. 


Versuch 
Hund, sehr fett, mit Struma behaftet. 620 ¢ Muskeln, 
rankreas und Leber, und 150 com Ringersche Lésung geben 
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415 com Fliissigkeit, wozu 4g Glykogen in 150 cem Rieger scher 
Fliissigkeit gesetzt werden. In je 30 wurden die bestim- 
mungen ausgefiihrt, die vorher nach dem Kochen des Filtrates 
mit Siure 583 mg Traubenzucker enthielten. 


Vorher 0.4583 g Zucker 
Luftdurchleitung (Zusatz von MgCQ,) O,489 > 


‘kein Zusatz) >» 
Brutschrank 0490 » > 
Die grote Differenz ist 0.140 = 2,7 ¢ pro Kilogramin. 


Versuch 10. 


Katze. 600g Muskeln 4- Pankreas und 120 ccm Ringersche 
Losung geben 905 ccm, wozu 4g Glykogen in 150 com Ringerscher 
Losung kommen. 

360 cem (Luftdurchleitang, 428 Muskeln. 

Vorher 218 ¢ 
Nachher » 


Differenz 1.48 ¢ == 34 ¢ pro Kilogramm 
SO cem (Brutschrank) = 95 ¢ Muskeln. 


Vorher O470 
Nachher 0.209 


Differenz 0.261 ¢ = 2,7 g pro Kilogramm. 


Versuch 11. 


Katze.  Muskeln, Pankreas, etwas Leber. Zusammen 
+ 150 com Ringersche Flussigkeit geben 480 ccm. 
Zusatz von 6 ¢ Glykogen in 100 com Ringerscher Losung. Zu 
der einen Hilfte wurde Serum, zur andern Ringersche Losung 
vesetzt. de 30 com wurden untersucht 
a) init Serum. Vorher 230 meg 
Nachher 200) » 
Differenz 380 mg 
b mit Ringerscher Lésung. Vorher 260 mg 
Nachher 125 » 
Differenz 135 mg 
Bei den bekannten Schwierigkeiten jeder Glykogen- 
bestimmung mochte ich auf den quantitativen Ausfall dieser Ver- 
suche weniger Wert legen, 
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Bei den folgenden Versuchen wurde kein Toluol zugesetzt. 
Bakterienwirkung war da. 


Versuch 12. 
Hund. Muskeln, Pankreas + 160 Ringerscher 
Losung geben 468 com. Zusatz von 7,5 ¢ Dextrose. Zu einer 
Hiilfte Serum zugesetzt. 


a} Ohne Zusatz. Vorher 0.769 ¢ Zucker 
Nach 61, Stunden 0,625 » 
bh) Mit Serum. Vorher 0.513 >» 
Nach 6', Stunden 
> > » > 


Versuch 13. 

Hund. Muskeln, Pankreas 580 160 com Ringersches 
Losung geben 415 Dazu 118 cem Serum des eleichen 
Tieres. 6.0 ¢ Dextrose zugesetzt. Je 30 com koaguliert. 

Vorher 0.500 ¢ Zucker 
Nach 6 Stunden 0.512 » 
Yi) 2 () > 


Versuch 14. 
Hund. 605¢@ Muskeln + Pankreas + 280cem Ringerscher 
Losung geben 590 cem. 7.5 ¢ Dextrose. Ein Teil oline Zusatz, 
ein Teil mit wenig Toluol. 


a) Ohne Zusatz. Vorher O.363 ¢ 
Nach 5 Stunden O.340 3 

» > () 
by) Mit etwas Toluol. Vorher 0.363 > 


Nach 5 Stunden 0.555 >» 
2? () 


Selbstverstiindlich babe mich durch besondere Ver- 
suche jiberzeugt, dab die in’ Betracht kommende alkalische 
Reaktion unter gleichen Versuchsbedingungen nicht zu 
Verlust von Traubenzucker. fithrt. 

Die Versuche beweisen, dab Muskeln und Pankreas zu- 
summen Zucker zerst6ren, Pankreas allen dagegen garnicht 
(ob. 7, 8) und Muskeln allein (la, 2a, da, 6a) auch garnicht, 
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oder nicht in nennenswertem Mabe. Und diese Zuckerver- 
brennung ist grob genug, um mit den Verhiiltnissen im lebenden 
Korper verglichen werden zu konnen, Sie betragt im Versuch 2 
9.6 ¢ pro Kilogramm Muskel. Rechnet man, dab ein erwachsener 
Mann 40 ke Muskeln besitzt, so wiirden von dem in den Muskeln 
verhandenen) Ferment tiber 200 g Dextrose oxvdiert werden 
kOnnen, nach Versuch 4 sogar noch bedeutend mehr. Und 
diese Werte sind nur Minimalzahlen. Denn in den Muskeln ist 
ja in der Regel Glykogen enthalten, das im Laufe des Versuchs 
in reduzierende Kohlehydrate tibergeht, sodab der Zuckergehalt 
steigt, wie man dies z. B. in dem Fehlversuch 12b sieht. Ich 
habe eimigemal diesen Wert zu bestimmen versucht, indem ich 
wie in den Glykogenversuchen vor der Zuckerbestimmung das 
Filtrat mit Séure kochte. Doch moéchte ich bei der Unsicherheit 
dieser Bestimmung und den kleinen Werten von einer Wieder- 
cabe abschen, 

Zuniichst seien noch eimige Besonderheiten besprochen, 
Wie schon erwithnt, zeigen die Versuche tb, 2b. 4 und 9, 
die ZuckerzerstOrung eine grofere ist, wenn man einen 
Luftstrom darch die Losung streichen Tabt. Ob dies auf der 
hesseren Mischung beruht, auf der Wegfthrung von Reaktlons- 
prodakten oder auf spezifischer Sauerstoffwirkung, mtissen weitere 
Versuche anderen) Gasen entscheiden. den Versuchen 
Ih, 2b, Tt und 12 zeigt sich eine hemmende Wirkung von 
zuvesetztem Blutserum desselben Tieres. Es scheint danach, 
dab das Blut) wie auf das Trypsin, so auf das glykolytische 
Ferment einen antireaktiven ausiibt, vielleicht ein wirk- 
liches Antiferment besitzt. Es wiirde so vermieden, dab der Trauben- 
zucker im Blat) verbrennt, wo er nur Wiirme, aber keine Arbeit 
liefern kann. Ich habe infolgedessen in allen spiiteren Versuchen 
die Tiere méglichst blatfrer gemacht, indem ich sie aus der 
Carotis entblutete, und gleichzeitig Ringersche Losung in die 
Vena jugularis externa einlaufen Von den angetitihrten 
ist nur in Versuch 3 diese vollstindige Entblutung infolge vor- 
zeitigen Todes der Katze unterblieben, er zeigt allerdings eine 
recht gute Zuackerzerstorung. Jedenfalls bedarf die Erscheinung 


genauerer Untersuchung. 
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Endlich wird die Zuckerzerstorung durch Trypsin hintan- 
vehalten. Pankreasdriisen enthalten der Regel nur 
Zymogen, Am Ende des Versuches geben die enteiweibten 
Filtrate keine Millonsche, keine Biuretreaktion und keinen 
stiirkeren Phosphorwolframsiiureniederschlag, als Muskelextrakt 
s¢hon vorher. Einmal bei emer Katze, mehrmals bei Hunden 
aber war das Bild ein anderes. niichsten Morgen war 
die Losung nicht mehr rotlich, sondern infolge Zerstorung des 
Hiimoglobins braun, die sonst vorhandenen dicken  Mvyosin- 
verinsel fehlten, das Filtrat nach der Kiweibkoagulation gab eine 
sehr starke Millonsche und Biuretreaktion. Wegen der Biuret- 
reaktion ist dann cine genaue Bestimmung des Zuckers ganz 
unmoelch, und soweit ich sie auszuftihren vermochte, ergab sie, 
dab keine Verminderung eingetreten war. Ich fiihre als Beispiel 
Versuch 6b an. Sonst habe ich diese Versuche einfach ausve- 
schaltet. Ber der groben Mehrzahl habe ich keine Storung 
durch Trypsin’ bemerkt. 

Die Hauptgefahr ist natiirlich die Bakterienwirkung. [ch 
habe mich dagegen durch Anwendung grober Mengen Toluol 
eeschiitzt, und Versuch 4 beweilst, dab die Zuckerzersetzung 
hauptsdichiich den ersten Stunden vor sich geht: in 
Stunden wurden £13, in den folgenden £5!/, Stunden 148 mg 
In je 30 com zerleet. Toluol stort die Fermentwirkung nicht. 
In Versuch 12. bei dem kein Toluol zugesetzt wurde. war 
die glykolvtische Wirkung nicht groBer. Das ist Ferment-. aber 
keine Bakterienwirkung. Derselbe Versuch beweist, dab auch 
Chloroform und Thymol in groben Mengen nicht st6ren. Setzt 
man freiich kein oder zu weng Toluol hinzu, so unterlegt man 
eroben Tauschungen. Versuche 12——14 zeigen, dati in dem yvor- 
treftflichen Nihrboden — Sauerstoff, Kohlehydrate, Eiweib, salze 
im Uberflus die DBakterien so stark wuchern, dab ste in 
22 Stunden G6 und 7 @ Zucker vollig verbrannten. Aber diese 
Verbrennunge geht nicht in den ersten Stunden vor sich. sondern 
wird erst spiiter lebhaft (Versuch 12-14). da die Bakterien 
natiirlich Zeit brauchen, sich zu eatwickeln. 

ich die sehiidliche Wirkung des Blutes und gelegent- 


lich des) Fliissiekeitszusatzes kannmte. schob die hiintigen 
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Mibertolge auf eine Sehiidigung des Ferments durch das Toluol 
und habe mich mit allen erdenklichen Desinfizentien abgemitht, 
auch aseptisch zu arbeiten versucht. Das ist aber unmodglich. 
Obwohl ich mit stertlen Gefaben und Apparaten hantierte, und 
obwohl die Buchnerpresse ein nahezu_ steriles Filtrat lefert, 
kommt es rettungslos Luftinfektion. Die Angaben von 
Stoklasa!) und Simacéek2) beruhen einfach auf diesem 
Fehler. Sie haben kein Desinfiziens zugesetzt und daher Bak- 
terlenwirkung erhalten.  Toluol ete. hatten nicht das Ferment 
veschiidigt, sondern die Bakterien ferngehalten, die dessen 
Wirkung vortiuschten. hat das ja unterdessen 
auch rickhaltlos zugegeben, und wenn er doch noch eime ge- 
ringe Glykolvse retten will, so ist diese auch unrichtig. Denn 
die sicher antibakterielle Wirkung starker Zuckerlosungen bleibt 
noch erst zu beweisen. Dab ein Ferment erst am zweiten Tage 
wirkt und nicht sofort. spricht sehr dafiir, dab auch In- 
fektion durch Luttkeime die Glykolyse vorgetiuscht hat. 

Kommt es zur bakteriellen Infektion, so wird die Fliissig- 
keit sehr stark saver. Sonst ist das dagegen nur unbedeutend 
und nur im Anfange der Fall. Dann entspricht es der be- 
kannten postmortalen Saurebildung im Muskel und hat) auch 
statt. wenn kein Zueker zugegen ist und wenn keine Zucker- 
zerstorung stattfindet. Diese postmortale Siiuerung ist ja auch 
sonst noch unaufgeklirt.4) findet der ersten) Stunde 
statt.  Nachher sich den aseptischen Versuchen 
die Reaktion nicht mehr. Ich habe durch Zusatz von NallCO, 
die anfinglich entstandene stets moglichst genau zu neu- 
tralisieren gesucht. Jedes stirkere Sauer- oder Alkalischwerden 
<chien die Zersetzung des Zuekers ungiinstig zu beeintlussen, 
und die Kleinen Differenzen mancher Parallelversuche (z. b. 4) 
schienen mir Iierauf zu beruhen., Doch bedarf auch dies noch 
der Untersuchung, 


1) J. Stoklasa u. F. Czerny, B. B. 36, 622, 1903. 
EF. Simacek. Zentralbl. f. Physiologie 17. 3, 1905. 
Derselbe. ibid.. 17, 209, 1905. 
A. Heffter, Schmiedebergs Arch. f. experiment. Pathologie 
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Um den Traubenzucker im Koérper zu ver- 
brennen, bedarf es also des Zusammenwirkens 
zgwelier Organe, der Muskeln und des Pankreas. Da 
diese Verbrennung sich auberhalb der Zellen in 
einer homogenen Loésung vollzieht, so ist sie die 
Wirkung eines Fermentes. Man kann den Vorgang in 
Analogie setzen entweder mit den von Ehrlich gefundenen 
Tatsachen, dab zur Lysinwirkung Komplement und Zwischen- 
korper notig sind, oder man kann an Pawlows Enterokinase 
denken, die von der Darmschleimhaut sezerniert wird und das 
Trypsinogen des Pankreassaftes aktiviert. Da beide Vorgiinge 
chemisch noch unbekannt sind, bedarf es physiologisch einst- 
wellen keiner Entscheidung. Dagegen leuehtet die Zweck- 
mébigkeit der Anordnung ein. Die Zuckerverbrennung mul} 
im Muskel erfolgen, da nur dort die aus ihr stammende Energie 
verwertet werden kann, Da aber der fliissige Muskelinhalt es 
5.0, 5.358) schwer ermoéglicht, das Enzym von dem Trauben- 
zucker zu trennen, so wird es offenbar immer nur in dem 
Mabe aktiviert, wie es erforderlich ist. Die Aktivierung wird 
durch einen Stoff bewirkt. den die innere Sekretion des Pankreas 
liefert. 

Ich hoffe bald iiber die Isoherung der beiden Fermente 
und die Spaltungsprodukte, von denen ich bisher nur Kohlen- 
siure nachgewlesen habe, berichten zu  konnen. 
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Einige Bemerkungen tiber das Cystin. 
Von 
A. J. Patten. 


Aus dem physiologischen Institut in Heidelberg 


Der Redaktion zugegangen am 2. August 1903. 


I. Uber die Umwandlung von Cystin in Cystein. 


Nach den Untersuchungen Baumanns, welche die Konsti- 
lution des Cystins bis auf emen nebensiichlichen Punkt fest- 
stellen, bezeichnen die Arbeiten yon kK. A. H. Mérner?) den 
wichtigsten Fortschritt auf diesem Gebiete. Bekanntlich hatten 
eclegentliche Funde schon friher zu der Vermutung geftihrt, 
dab der Schwetel der Eiweibkorper im wesentlichen in einer 
Atomgruppe enthalten ist, welche dem Cystin entspricht, doch 
waren die Bemithungen zur sicheren Gewinnung von Cystin 
aus vergebliche gewesen. Erst K. A. H. Morner ebnete 
durch Losing dieser wichtigen Frage den Weg fiir weilere 
Untersuchungen. Nachdem Morner gezeigt hatte, in welcher 
Weise grobere Mengen von Cystin aus Eiweib gewonnen werden 
kOnnen. gelang diese Darstellung auch anderen Forschern. bet 
den weiteren Arbeiten erhob sich nun eine Diskussion iiber die 
Frage, ob das Cystin oder das Cystein das primiire Spaltungs=- 
produkt sei. Im ersteren Falle muBte man ja mindestens zwel 
Atome Schwetel im Eiweibmolekiil annehmen. 

Kimbden?) glaubt nun erwiesen haben, dab die 
schweteliirmeren Eiweibkorper bet kurzdauernder Spaltung 
nur Cystein tefern. Er begriindete diese Ansicht durch Ver- 
suche an Eteralbumin, Serumalbumin und Edestin, indem_ er 


Diese Zeitsehe.. Bd. S. 595: Bd. 207 
2) Diese Zeitsehr.. Bd. S. 94. 
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die durch Hydrolvse dieser Eiweibkorper erhaltene Fliissigkeit 
mit Quecksilberchlorid) bet schwach alkalischer Reaktion fillte 
und den Niederschlag mit Schwefelwasserstolf zerlegte. Diese 
Fliissigkeit gab die fiir Cystein charakteristischen  Farben- 
reaktionen, welche dann. spiiter verschwanden. als Luft) durch 
die mit Ammoniak versetzte Fliissigkeit: hindurchyeleitet) wurde 
— offenbar infolge der Umwandlung des Cysteins in Cystin. 
In der Tat konnte dann auch durch Eindampfen dieser Losung 
Cystin in Krystallen erhalten werden. 

Morner machte gegen diesen Befund schwerwiegende 
Bbedenken geltend. Er wies darauf hing dab von vorneherein 
Cystin dagewesen sein, konne, nach semen elvenen 
fahrungen die Farbenreaktionen des Cysteins nach dem Zer- 
setzen von Quecksilberniederschligen mit) Schwefelwasserstoft 
auch da mit grober Starke (wie ftir Cystein) aultreten wo 
sie vor dem Fiillen mit Quecksilber und dem Behandeln mit 
Schwefelwasserstoff nicht vorhanden waren. Uber die Ursache 
dieser letzteren Erscheinung eibt Morner keine Autklirung. 
Kr kommt zu dem Schiluf. dab auch bei diesen schwetelarmen 
Eiweibkorpern nicht Cystein, sondern) Cystin das primire 
Produkt set. 

Ich habe einige Versuche angestellt, welche diese Schint- 
foleerung von Morner vollig bestiittven und zugieich das 
Zustundekommen dieser Reaktionen erkliiren. 

Ich vollig reines Cystin, welches keine Cystein- 
reaktionen gab. in witsseriger Salzsiture und fidlte die Losung 
genau nach dem von Embden benutzten Verfahren mit Queck- 
silberchiorid. Der in Wasser suspendierte Niederschlag wurde 
mit Schwetelwasserstolf zerlegt und die vom Quecksilbersultid 
abfiltrierte Losung nach dem Verjagen tiberschiissigen Schwetel- 
Wasserstoffs auf Cystein gepriitt. Sie gab die Farbenreaktionen, 
die diesem Produkt eigentiimlich sind. Die Loésung wurde nun 
auf dem Wasserbade zur Trockne eingedampft, Atkoho! 
celost und mit Ammoniak neutralisiert. Es fiel cin weiler 
Niederschlag aus, welcher abtiltriert. mit Alkohol ausgewaschen 
und im Vacuum tiber getroceknet wurde. Die 


polarimetrische Untersuchung ergab nur sehr schwaehe 
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Linksdrehung und bestiitigte die aus den Reaktionen gezogene 
Schlubfolgerung. dab es sich um Cystein handle. 

Ahnliche Resultate erhielt) ich auch bei der Fiillung des 
Cystins durch Silbernitrat: bei Gegenwart von etwas Baryt und 
nach der Zersetzung dieses Niederschlages mit Schwefelwasser- 
~toff, und es zeigte sich sogar, dafi in Wasser aufgeschwemmtes 
Cystin Jangsam teilweise durch Schwefelwasserstoff in 
Cystein verwandelt wird. Man wird also hieraus den Schlub 
miissen, dali das Cystin bei dieser Darstellungsweise 
zum ‘Teil in Cystein tibergeht. 


II. Darstellung des Cystins aus Eiweil. 


Hopkins und Cole!) haben vor emiger Zeit) zur Dar- 
stellung des Tryptophans ein Reagens eigefiihrt, welches sich 
auch zur Gewinnung anderer Bestandteile und Zersetzungs- 
produkte tlerischer Gewebe eignet, namlich das Quecksilber- 
stlfat in schwefelsaurer Losung. Mit Hilfe desselben Fiidllungs- 
mittels wird, wie A. Kossel und nachgewtesen haben, 
auch das Histidin vefillt, Ferner haben A. Kossel und 
H. Stendels) festeestellt, in gleicher Weise die Nucletn- 
basen und das Cytosin medergeschlagen werden und dab das 
Quecksilbersulfat zur Gewinnung dieser letzteren base mut 
besonderem Vorteil benutzt wird. Hopkins und Cole?) haben 
die Angabe gemacht, dab auch das Cystin zu den durch dies 
Reagens fallbaren Stoffen gehort. Da ich fiir emige in Aus- 
sicht genommene Untersuchungen einer groberen Menge Cystin 
bedurtte, habe ich versuchsweise dies Fillungsmittel benutzt 
und eme gute Ausbeute an Cystin erhalten. 

Das Ausgangsmaterial war 250 ¢ fein zerschnittenes Pferde- 
hau. Welches mit 3 1 25% oiger Schwetelsiiure 5—6 Tage un- 
unterbrochen im Wasserbade erhitzt wurde. Im Hals des Kolbens 
fand sich stets eine geringe Menge krystallisierten Schwetfels 
vor. Die Reaktionstlissigkeit wurde mit soviel Barvtwasser ver- 


Journal of Physiology, Vol. 26. p. 418: Vol. 29. p. 451. 
Diese Zeitschr.. Bd. S. 39. 
[nese Zeitschr., Bd. NXXVIIE S. 49. 
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-etzt, daB der Gehalt an Schwefelsiiure in der auf 5 1 verdiinnten 
Losung 5°o betrug. Nach Entfernung des Baryumsulfats wurde 
die Fliissigkeit mit einer Losung von Quecksilbersulfat!) unter 
kriiftigem Umriihren ausgefiillt, der Niederschlag mach einigen 
Stunden abfiltriert und mit 5° oiger LOsung von Schwefelsiiure 
tvrosinfrei gewaschen. Statt dieser letzteren langwierigen Opera- 
tion kann man das Quecksilber auch vor vOlligem Auswaschen 
enifernen und die Fiéllung in der vom Quecksilbersultid ab- 
filtrierten Flissigkeit wiederholen. bei dieser zweiten Fiillung 
ist eine viel geringere Menge des Fiillungsmittels notwendig, 
auch kann dieser zweite Quecksilberniederschlag schon nach 
halbstiindigem Stehen abfiltriert und durch Wasehen mit 5° oiger 
Schwefelsiiure leicht rein erhalten werden. Nach Zerlegune des 
Ouecksilbernederschlags mit Schwefelwasserstoff und Vertreibung 
des Schwefelwasserstoffs wird die Schwefelséure aus der Fliissig- 
keit durch vorsichtigen Zusatz von Barvtwasser genau entfernt 
und die vom Baryumsulfat abfiltrierte Fliissigkeit) auf dem 
Wasserbade bis zur Ausscheidung der Cystinkrystalle einge- 
dampft. Nach der Filtration setzt man das Eindampten fort 
und gewinnt neue Mengen Cystin, welche nétigenfalls durch 
Losung in Ammoniak, Entfirbung mit Tierkohle und Wieder- 
austillung mit Essigsiiure gereinigt werden kOnnen. Aut diese 
Weise erhielt ich aus Pferdehaar Cystin. 

Dies Verfahren eignet sich auch zur Verarbeitung von 
solchen Eiweibkérpern, welche schwefeliirmer sind als die 
Keratinsubstanzen: z. B. gewann ich aus 50 ¢ Edestin durch 
l+sttindiges Kochen auf dem Sandbade mit einer Mischung von 
¢ konz. Schwefelsiiure und 300 com Wasser ungefihr 
¢ reines Cystin in den charakteristischen  sechsseitigen 
Tafeln, 

Nach den obigen Erorterungen, ob Cystin oder Cystein 
das primiire Spaltungsprodukt sei, kOnnte man die Frage auf- 
werfen, ob nicht durch dies Verfahren etwao zunichst ent- 
~tehendes Cystein in Cystin umgewandelt werde. Ich konnte 
leicht nachweisen, dies nicht der Fall ist. Ich loste cine 
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; 
| 
he 
ce 
See 

he 


354 A. J. Patten, 


kleine Quantitiit: frisch bereitetes Cystein in 5° oiger Schwefel- 
siiture auf und fillte die Losung mit Quecksilbersulfat. Der 
weibe Niederschlag wurde abfiltriert, ausgewaschen und mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt. Die Losung gab alle Cystein- 
reaktionen, auch konnte ich das Cystein krystallisiertem 
Zustande daraus wiedergewinnen und an seinen charakteristischen 
Kigenschaften erkennen. 


III. Cystinphenylhydantoin. 


Zur Charakterisierung des Cystins kann unter Umstiinden 
die schwer lOsliche und gut krystallisierende Verbindung benutzt 
werden, welche durch kinwirkung von Phenylisoeyanat auf 
Cystin entsteht. 

Cystinphenylhydantoinsiure. schittelt g 
Cystin, welches in) 12 com Wasser unter Zusatz von 9 ccm 
Normalkalilauge gel6st ist, anhaltend unter Kithlung mit 1 
Phenylisocyanat, bis der stechende Geruch verschwunden ist. 
Die Fliissigkeit wird jetzt filtriert und mit Salzsiiure neutrali- 
siert. Es scheidet) sich ein gelatindser Niederschlag ab, der 
nach emigen von Herrn cand. med. Erwin Rohde im hiesigen 
Institut ausgefiihrten Untersuchungen durch vorsichtigen Zusatz 
von Wasser zu der heifen, konzentrierten alkoholischen Losung 
krystallisiert erhalten wird. Die von Herrn Rohde ausgetfiihrte 
Stickstoffhestimmune ergab einen Gehalt von 11,370 N. Diese 
Verbindung ist) offenbar entsprechend der folgenden Forme! 
autzufussen, wenn auch der Stickstoffwert bei dieser, ebenso 
wie bei den folgenden Analysen etwas zu niedrig ist. (Berechnet 
11,740 N.) 

CO--NH—CH CH—NH—CO 


COOH COOH NHC,H, 
Cystinphenylhydantoin. Wenn man diese Siiure mil 
Salzsiiure von ungefiihr 10° 0 3 Minuten kocht, so wandelt ste 
sich um ound es scheiden sich beim Abkiihlen Krystallnadein 
wus. Aus fg Cystin erlielt ich 1,76 des Hydantoins ent- 
sprechend einer Ausbeute von 95.7% der berechneten. Die 
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Kinige Bemerkungen iiber das Cystin. 


kann aus) Alkohol umkrystallisiert werden. Thr 
Schmelzpunkt hegt ber 117° unkorr. 

Die Analysen fthrten zu folgenden Ergebnissen. 

1. OL210 g Substanz gaben O1288 g BaSO,. 

2. 0.1163 g Substanz gaben 0.2338 g CO, und 0,0496 ¢ HO. 


3. 0.1535 g Substanz gaben 16.6 com N, bei 20° und 


g 
mm Bar. 
Gefunden berechnet 
D4.26 
H 4.07 
N 12,54 12.70 
S 14.62 14.50 


Die Ubereinstimmung ist nur beim Schwefel eine scharte 
und es ist mir nicht moglich, die Abweichungen meiner Analysen- 
zahlen zu erklaren, um so weniger, da Herr Rohde, welcher 
ein von ihm dargestelltes Praparat derselben Substanz analy- 
~ierte, die gleichen Werte fiir Stickstoff und Schwetel fand: 

12.23 und 12,30°o N 
14.46% 0 

Trotzdem kann es nicht zweifelhaft sein, da’ es sich um 

cin Hydantoin von folgender Zusammensetzung handelt : 
CH,—S,—CH, 
CO—NH—CH CH—NH—CO 


N - C,H,—CO CO—C,H, N 
Dieser Korper ist ein Phenylderivat) eimes  zuerst) von 
Baumann durch Einwirkung von Cyansiaure auf Cystin dar- 
gestellten!) und von Brenzinger?) in Baumanns Laboratorium 
niher untersuchten Hydantoins von folgender Konstitution: 
CH,—S,—CH, 
CO—NH—CH CH—NH-—-CO 
NH CO CO NH 
Herrn Professor Dr. A. Kossel, in dessen Laboratorium 
ich diese Arbeit ausgefiihrt habe, spreche ich meinen  aut- 
richtigen Dank aus. 
Baumann, Diese Zeitschr., Bd. VIII, S. 146. 
*) Brenzinger, Diese Zeitschr., Bd. XVI. 5. 976. 
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Nachtrag zur Methodik der Indicanbestimmung im Harn. 
Von 
Jac. Bouma in Utrecht. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Strabburg.) 


Der Redaktion zugegangen am 4. August 1903.) 


Nachdem voriges Jahr von franzésischer Seite durch 
Maillard der Académie des Seiences Paris!) betont 
worden ist. dali meine Auffassung als richtig betrachten 
Ist, wonach die roten Farbstoffe, die bei der Oxydation des 
Harnindoxyls neben dem Indigoblau entstehen, der Indigogruppe 
angehoren und daher bei der Titration mit in Betracht kommen 
mniissen, sind neulich auch von deutscher Seite durch Ellinger? 
diese Tatsachen weiter bestitigt worden. 

In seiner Abhandlung zur Methodik der Indieanbestimmung 
im Harn hat er, auber in diesem Kardinalpunkt, noch in 
anderer Richtung meine Vorschlige befolet. indem er den 
sJleressig dem Bleizucker vorgezogen ®) und die Chamiileonlosung. 
statt auf Oxalsiure. auf Indigorein) Bad. Anilin- und 
Sodafabrik g@estellt hat.4) Mit der Anwendung dieser drei 
Abiinderungen in der Indicanurometrie, hat dieser Forscher 
wesentlich die Wang-Obermaversche titrimetrische Harn- 
indicanbestimmung nach meinen Vorschliigen modifiziert. 

Dal diese Abinderungen schon Anklang gefunden haben. 
ergibt sich zu meiner Freude aus der Tatsache, dab auch 
Scholz im Jaffeschen Institut bei seinen Untersuchungen 

'; Compt. rendus, 132, 8. 990—992. 

Diese Zeitsehr.. Bd. ANNNVITL 
Diese Zeitschr.. Bd. S. 118. 
Diese Zeitschr.. Bd. AXAIL S. 89 u. 90. 


: 

2 

fie 

got 

Bes 
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iiber die Bildung des Indicans') diese modifizierte Methode 
befolgt hat. 

Die Frage, wann soll man die Harnftiltratferrichlorid- 
salzsiituremischung mit Chloroform ausschiitteln, scheint indessen 
noch immer ein Streitpunkt zu sein, indem Ellinger= sich 
Wane anschliefit und nur sofort dreimal zwet Minuten lang 
ausschiittelt, wahrend er behauptet, dab man Verlust an Indigo 
hat. wenn die Mischung liingere Zeit stehen bleibt. 

In einer fritheren Mitteilune?) habe ich betont, man 
mit der letzten Extraktion wenligstens eine halbe Stunde warten 
soll, bevor dieselbe vorgenommen wird. Die dabei erwiihnten 
Zahlen beziehen sich ausschlieblich auf das, nach Waschen 
der Chloroformriickstiinde mit Atheralkoholwasser, erhaltene 
reine Indigoblau und zeigen, dab die Oxydation bet Zimmer- 
temperatur erst nach lingerer Zeit vollkommen ist, withrend 
man durch die verzogerte Ausschiittelung keinen Verlust an 
Indigo zu bedauern hat. 

Ich mub Ellinger beistimmen, dab die Darstellung des 
Reagens aus festem Eisenchlorid und Salzsiiure von 1,19 spezi- 
fischem Gewicht bei der Indigoblaubestimmung von grolem 
Kintlufi ist, da die Reaktion mit Salzsiiure von geringeren 
Stirkegraden viel langsamer verliiuft. Ofters (irbt sich indican- 
haltiges Harnfiltrat nach dem Vermischen mit dem nach obiger 
Vorschrift bereiteten Reagens sofort schwitrazlich und 
sich das Indigo vollstiindig sofort in drei Malen ausschiitteln, 
Das ist jedoch, auch nach Anwendung der stiirksten Salzsiiure, 
durchaus nicht immer der Fall. 

Nachdem ich jingere Zeit nach der Ursache dieser Tat- 
sache gesucht hatte. zeigte es sich, dab die bBleifiillung micht 
ohne Einflub auf diesen Vorgang ist. 

Ich habe Z. die Fallung mit J/io Volumen Bleiessig 
wus empirischen Griinden als praktisch verwertbar angenommen 
und empfohlen: ich habe angegeben, man nach dem 
Gebrauch dieser Menge von Bleisalz die stOrenden Substanzen 


') Diese Zeitsehr.. Bd. S. 525. 
2) Diese Zeitschr.. bd. S. 123. 
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falit. wihrend im allgemeinen beim Eingieben des Salzsiiure- 
reagens keine Fillung von Bleichlorid) stattfindet. 

Es bleibt jedoch immerhin eine Tatsache, dab. auch ohne 
dai Bleichlorid austillt, der Loéslichkeit dieses Salzes in Salz- 
~iiure entsprechend, sehr verschiedene Mengen der Salzsiiure 
vom Uberschul an basischem Bleisalz gebunden werden kinnen, 
was einfach vom Gehalt des Harns an bleibindenden Substanzen 
abhiingt. 

So sieht bisweilen die Reaktion prompt bis- 
wellen langsamer verlaufen. Dal ein geringer Unterschied in 
der Stirke der Salzsiiture von grofem Einflu®Bb auf den Verlauf 
der Reaktion ist, ergibt sich schon daraus, dali ich mit emer 
Salzsiture von 1.19 spezifischem Gewicht eine prompte Reaktion 
erlielt, wiithrend diese bet demselben Harnfiltrat mit einer 
Salzsiiure von 116 spezifischem Gewicht langsam. vertief. 

Mir scheint, dab die vielumstrittene Frage der Aus- 
schiittclung vom genannten Standpunkt aus ganz gut zu er- 
diiren ast. und ich mui im Interesse der Genauigkeit dieser 
Methode meinen alten Vorschlag aufrecht erhalten, man 
nach einer halben Stunde eine nochmalige Ausschiittelung mit 
Chloroform yvornehmen. soll. 

kann erber gar keine Rede von Verlust an 
lndigo: im Geventeil, alles, was man noch herausschiittelt. ist 
Grewinn. 

Auberdem sind die diesbeziiglichep Versuche IV. Vo und 
und Vil von Ellinger?!) nicht zweckmiibig angestellt. 

Probe TV wird gekocht, Probe Vo wird auf dem Wasser- 
bade eme halbe Stunde Jang erhitzt und danach 16 Stunden 
stehen velassen, wiihrend Probe VI zweimal 24 Stunden stehen 
gelassen wird. Diese drei Fille sich nicht auf die 
Frage der Indicanbestimmung beziehen. 

Dal Ellinger bei diesen Versuchen grofBe Verluste hatte. 
glaube ich gern; ich habe dasselbe schon friiher betont fir 
das Erhitzen mit Obermavers Reagens?) und will auch bel 


Oa. 


') Diese Zeitschr., Bd. XXXVIII, 8. 1 
These Zeitschr., Bd. AXXVIT, S. 354. 


4 
: 
rds 
4 
: 
Peg, 
fet, 


Nachtrag zur Methodik der Indicanbestimmung im Harn. 359 


protrahierten Dauerproben bei Zimmertemperatur die [satin- 
bildung durchaus nicht verneinen, aber wir lassen bei der 
Indicanbestimmung die Mischung nicht zweimal 24 Stunden 
stehen und ebensowenlg wird dieselbe erhitzt. 

Noch mu ich hierbei bemerken, dali die Annahme einer 
schnellen Uberoxvdation des Indigos durch Ferrichlorid sich 
schwer reimen mit den folgenden Bemerkungen Ellingers1) 
(mit denen ich tibrigens ganz einverstanden bin): «Die drei 
Bestimmungen zeigen, dab die Verdiinnung der Indicanlosungen, 
bezw, der UberschuB an Obermayers Reagens ohne wesentlichen 
Kinflub auf das Resultat sind» und etwas weiter:?) «2 Kisen- 
chlorid im Liter geniigen, LOsungen von { g oder 4 g im Liter 
inderten nichts am Resultate». Diese grobere Starke der 
Ferrichloridljsung, d. h. der gréBere Ubersehuf miifte sich 
dann doch geltend machen auf die Uberoxydation des Indigos 
zu isatin, wodurch Ellinger zum Teil die Bildung des Indigo- 
rots neben dem Indigoblau bei der Indicanbestimmung zu er- 
kKliiren versucht. Das in Salzsaurel6sung befindliche Indoxyl 
soll mit dem gebildeten Isatin das Indigorot entstehen lassen, 

Obeleich ein derartiges Vorgehen bei der Annahme einer 
schinellen Uberoxydation auf der Hand liegt, so lassen) sich 
doch dagegen Bedenken erheben. 

Wie schon oben erwiithnt worden ist, hat die Stiirke des 
Reagens keinen Einfluj auf die Ausbeute an Gesamit-Indigo- 
farbstoffen. Welehe der Indigomoditikationen in den Vorder- 
grund tritt. tut nichts zur Sache, da das Endresultat) unver- 
indert bleibt. 

Falls nun die obige Auffassung richtig ist, so mul das 
Mengenverhiiltnis der auftretenden  Indigomodifikationen. bei 
ibrigens ganz identischer Behandlung desselben Harnfiltrats, 
bei verschiedenen Stiirkegraden des Reagens auch verschieden 
sein: beim Gebrauch des schwachen Reagens muti sich also 
mehr und beim Gebrauch des stiirkeren weniger Blau, d. h. 
resp. weniger und mehr Rot bilden. Zur Priifung dieser Voraus- 


Diese Zeitschr., Bd. XXXVI, S. 184. 
Diese Zeitschr., Bd. XXXVI S. 193. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXIN. 23 
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setzung habe ich von 2 gleichen Portionen desselben Harn- 
filtrats, die eine mit Reagens von 1 g pro Liter und die andere 
mit Reagens von 4 g pro Liter versetzt und beide sofort viermal 
2 Minuten lang mit) Chloroform ausgeschiittelt. Der dritte 
Auszug war nur schwach geliirbt, withrend der vierte ganz 
farblos war: ich lief beide Portionen mit dem = farblosen Chloro- 
form absichtlich noch eine halbe Stunde stehen und komme 
hierauf unten noch weiter zurtick. 

Die Chloroformausziige wurden beide gleiche 
Hiillten geteilt, ich) von jeder’ Harnportion die gesamte 
Indigoausbeute und (durch Wasechung nach Wang) das reine 
Indigoblau bestimmen konnte. 

Die Ergebnisse waren folgende: 

Verarbeitet 880 Filtrat — 800 cem Harn. 

Portion T (mit 1 ¢ Fe,Cl,): 
Hiilfte a (Gesamt-Indigofarbstoff) &.2 meg 
b (reines Indigoblau) 5.9 meg 
Portion (mit 4 ¢ Fe,Ci,): 
Hiilfte (Gesamt-Indigofarbstoff) 8.5) mg 
b creines Indigoblau) 6.1 me 

Aus diesen Zahlen geht hervor, dab die Stiirke des 
Reagens nicht nur keinen Einflub hat auf die totale Indigo- 
menge, sondern ebensowenlg auf das Mengenverhiiltnis der auf- 
tretenden Indigomodifikationen; die kleinen Unterschiede legen 
innerhalb der Feblergrenzen. 

Die beiden stehen gebhebenen Scheidetrichter wurden 
mit ihrem Inhalt (siehe oben) nach einer halben Stunde. tiichtig 
geschiittelt: das friiher farblos geblhebene Chloroform fiirbte 
sich jetzt deutlieh blau. Die Titration ergab: 

Portion Gesamt-Indigofarbstoff) me 


IT 03 
Total O.9 mg 
Portion Hiilfte ergab 8.2 Gesamt-Indigofarbstot 
I], al 85 


Total in der Hiilfte des Fiitrats 16,5 ¢ 
Total im ganzen Filtrat 16.5°°2 — 33 mg Indigo. 


33-09 = 100:2.%. 
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Nachtriglich wurden hier also noch Indigo er- 
halten: in diesem Falle auch wiederum kein Verlust, sondern 
Gewinn. 

Auberdem, falls eine so schnelle Uberoxydation. stattfindet, 
dann mul dies vorzugsweise der Fall sein beim Gebrauch der 
stiirksten Oxydationsmittel, sowie die von Jaffe gebrauchte 
ChlorkalklOsung: wir miibten also bei der Jaffeschen Reaktion 
mehr Rotbildung wahrnehmen als beim Gebrauch von schwii- 
cheren Oxydationsmitteln. Die Tatsachen sind jedoch im Wider- 
spruch mit dieser Vorausetzung: ber der Jatfeschen Indican- 
probe bekommt man gerade den schousten blauen Chloroform- 
auszug, Wiihrend dieser beim Gebrauch von Ferrichlorid) Ofters 
mehr oder violett ist. 

Es bleibt nun tibrig, festzustellen, ob das Waschwasser 
vom Chloroformriickstand bei der Indicanbestimmung mit Ferri- 
chloridsalzsiiture, sowie dieselbe praktisch ausgetiihrt 
wird. eine meBbbare Quantitiit Isatin enthiilt oder nicht. Fir 
jede Probe wurden 110 Filtrat, entsprechend 
Harn. verarbeitet, welche nach der Vermischung mit Ober- 
mayers Reagens sofort dreimal ausgeschiittelt wurden: det 
Chloroformriickstand wurde mit heibem Wasser extrahiert, der 
Auszug durch ein trockenes Filter filtriert) (siehe unten), das 
Wasser verdunstet und der gelbe Riickstand in 5 cem rauchen- 
der Salzsiiure aufgenommen. Diese Losung wurde zuerst mit 
) cem indicanhaltigem Harnfiltrat vermischt, bis zum Wochen 
erhitzt., dann abgekiihit und mit 2 cem Chloroform  ausge- 
schiittelt. Das Chloroform fiirbte sich dabet rein gelb. ohne 
den geringsten Stich ins Rote zu zeigen. Zur WKontrolle wurden 
auch 5) cem Salzsiiure, welche mg enthielt. versetzt 
mit 5 cem desselben Harntiltrats und ferner auf analoge Weise 
behandelt. Der Chloroformauszug zetete sich ber dieser Probe 
rein rot. 

Ms war also in diesem gelben Riickstand von cem 
Harn. welcher titrimetrisch 3.7 me Indigo ergab, noch micht 
elnmal eine mebbare Menge [satin. 

Diese Probe mit dem eelben Riickstand von je 100 
Harn habe ich mit welche ich aus Harn nach 
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Stokvis?) bereitete, und mit Losungen von reinem Indoxyl, 
welche die Bad. Anilin- u. Soda-Fabrik mir giitigst zur Verfiigung 
stellte, wiederholt, jedesmal unter Kontrolle einer Probe mit 
cem me Isatin enthaltender Salzsiiure. 

Alle Versuche ergaben dasselbe Resultat, niéimlich, 
keine mebbare Quantitiit Isatin gebildet worden war, indem 
die Chloroformausziige auch nicht den allergeringsten Stich ins 
Rote zeigten, wihrend die IJsatinproben alle positiv. ausfielen. 
Nuchdem also festgestellt worden war, dab Isatinbildung bei 
sofortiger Ausschiittelung keine Rolle spielt, miibte noch fest- 
gestellt werden, wie sich die Sache verhilt) beim  nachtriig- 
lichen Ausschiitteln nach einer halben Stunde und beim Aus- 
cchiitteln der ganzen Menge Indigo nach einer halben Stunde. 

Ich verarbeitete Inerzu dasselbe Harnfiltrat?) gleichen 
Mengen von 110cem, entsprechend 100 Harn. Bei diesem 
Harn war der nachtrigliche Chloroformauszug nur schwach 
blau gefirbt: die Menge an CGesamt-Indigofarbstoffen betrug 
3.4 meg (gegen 3.7 mg bei den vorigen Proben). Das Wasch- 
wasser war gelb: der Riickstand, nach Verdunsten des Wassers 
In. rauchender Salzséiure aufgenommen, hatte anniihernd 
den gleichen Farbenton wie die zur Kontrolle benutzte Isatin- 
salzsiturelosung. Die Versuche mit den drei genannten Indoxvl- 
lGsungen wurden wiederholt) und kontrolliert mit 5 cem mg 
Isatin enthaltender Salzsiiure. Auch jetzt war bet den Riick- 
stiinden in keiner der drei Proben die allergeringste Spur von 
Rotfirbung wahrzunehmen: das Chloroform fiirbte sich rein 
celb, withrend die Isatinsalzsiiureproben alle ein tadellos rein 
rotes Chloroformextrakt lieferten, 

Auch in diesen Fiillen, d. oh. nach einer) protrahierten 
Oxydationsdauer von einer halben Stunde, befand sich also 
noch nicht eine nachweisbare Menge Isatin im Chloroform- 


Nederl. Tvdschr. v. Geneeskunde, 1901. Deel TI, P. 961. 

2 Mit dem Ausdruck, «<dasselbe Harntiltrat> (siehe auch oben), 
meme ich em Filtrat von demselben Harn. frisch geféillt mit Blei- 
essig: JaBt man niimlich das Filtrat lingere Zeit stehen, dann wird das 
Mengenverhiltnis der Indigomodifikationen so beeinflu@t. dafi das Rot 
mehr in den Vordergrund tritt. 
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4 = 0.2 mg Indigo 


gewonnen wurden: diese Menge von Indigo war doch der Ein- 


auszug, wiihrend nachtriiglich noch 3,.9—3, 


wirkung des Reagens wihrend einer halben Stunde ausgesetzt 
und wiirde bei Uberoxydation iiber 0.2 my Isatin: geliefert 
haben. 

Zum Schlufs wurde das Harntiltrat mit dem Reagens 
vermischt und eine halbe Stunde stehen gelassen, sodats die 
ganze Menge des gebildeten Indigos der Wirkung des Reagens 
withrend dieser Zeit ausgesetzt war. Das gelbe Waschwasser 
des Chloroformriickstandes wurde aut die genannten drei Weisen 
untersucht, jedesmal unter Kontrolle der Reaktion mit ! 1 mg 
Isatin. Es stellte sich heraus, dab sich auch bei dieser Prozedur 
keine mebbare Menge Isatin (jedenfalls viel weniger als 4/19 mg) 
gebildet: hatte, indem alle drei Reaktionen negativ austielen. 
Der Indigoertrag war dem der vorigen Probe ganz gieich, soda 
kein Verlust stattgefunden hatte. 

Wenn wir diese Tatsachen den Befunden ankniipfen, dab 
die Konzentration des Reagens ohne ist auf das totale 
Quantum und auf das Mengenverhiltnis der auftretenden Indigo- 
modifikationen, dann glaube ich daraus schlieben zu diirfen, 
dali die Indigorotbildung nicht einer schnellen Uberoxydation 
guzuschreiben ist und dab, wiewohl Uberoxydation beim Er- 
hitzen und beim liingeren Stehen der Mischung stattlindet) und 
wiewohl auch bei kurzer Prozedur spurenweises Auftreten von 
Isatin (Indopheninprobe) ab und zu in nicht mefbarer Menge 
sich nicht leugnen libt, diese Tatsachen gar keine Rolle spielen 
bei der Indicanbestimmung. 

Uberall, wo Indigo aus seinen Mutterstoffen des Pflanzen- 
und des Tierreiches durch Spaltung und Oxydation gebildet 
wird, entsteht neben dem Indigoblau mehr oder weniger Indigo- 
rot. Ebensogut ist dasselbe umgekehrt ber Reduktionsvorgingen 
der Fall, ua. beim Behandeln von Isatinchlorid mit Phosphor- 
trichlorid und) Phosphor iv. Baever-Emmerling) und beim 
Behandeln von Isatinchlorid) mit) Zinkstaub Essigsiiure 
iv. Baever). Selbst) beim spontanen Verdunsten einer alko- 
holischen Losung von reinem Indoxyl an der Luft) entsteht 
neben dem Blan die rote Indigomoedifikation: diese Bildung 
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kann keiner Uberoxvdation und nachheriger Bindung des Isatins 
mit Indoxvl zugeschrieben werden, und man muf wohl an- 
nemen, dali beim Entstehen des Indigos diese Modifikationen 
immer nebeneinander aus ihren Muttersubstanzen  gebildet 
werden. 

So liegt die Sache auch beim Harnindican, jedoch geschieht 
die Bildung des Indigorots bei der Harnindicanbestimmung 
hauptsichlich beim Eindampfen des aus Harnfiltratreagens- 
mischung erhaltenen Chloroformextrakts auf dem Wasserbade 
durch Umbildung von Blau in Rot, wie friher von mir betont?) 
und wie es auch von Ellinger bestiitigt worden. ist.?) 

Diese Tatsache lift sich durch das unten zu erwihnende 
Experiment mit  absoluter Sicherheit beweisen. Ich wihlte zu 
diesem Zweek Menschenharn, welcher ziemlich reich an Indican 
war, wober der schwiirzliche Farbenton nach Eingieben des 
Reavens sofort auftrat und das Chloroformextrakt keinen Stich 
ins Violette zeigte. Ich extrahierte die Misehung von 440 cem, 
entsprechend 200 cem Harn, dreimal mit 50 cem Chloroform 
und lief die Ausziige unmittelbar nach der Extraktion in einem 
Scheidetrichter, welcher zum Teil mit Aq. dest. gefiillt war, 
ablaufen. Die Bertihrung des Indigos mit dem Reagens war 
durch diese Behandlung aufs kiirzeste beschriinkt. Nach zwei- 
malivger Ausschiittelung mit Wasser warden die Indigolosungen 
in emer Porzellanschale auf dem Wasserbade  eingedamptt. 
Der bekannte Umsehlag der blauen Farbe ins Violette fand 
jetzt nicht statt. 

Kine zweite gleiche Portion desseiben Harns wurde auf 
ganz analoge Weise behandelt, jedoch ohne Waschen des 
Extrakts mit) Wasser: die urspriinglich blaue) Farbe  schlug 
wiihrend des Verdunstens des Chloroforms ins Violette um. 
Der Riickstand der ersten Portion zeigte sich nahezu rein blau 
mif minimalem roten Belag, withrend der Riickstand der zweiten 
Portion mit einem ganz roten Belag tiberdeekt war. Naeh 
dem Waschen beider Riickstiinde mit Atheralkoholwasser titrierte 


Diese Zeitsehr.. Bd. XXVID S. 353—35-4. 
Diese Zeitschr., Bd. S. 187. 
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ich das reine Indigoblau als Sulfosiiure und fand bei der ersten 
7.6 ing und bei der zweiten 5.8 mg Indigoblau. Es waren 
hier also wihrend des Aktes des Abdampfens des Chloroforms 
7.6 —).8 1,8 mg Indigoblau in die rote Modifikation umgebildet. 

Es bleibt nun noch ein Punkt tibrig, worin Ellinger 
und ich prinzipiell verschiedener Ansicht. sind. 

Ieh habe namlich empfohlen?) den Chloroformriickstand 
zu erhitzen zur Entfernung fltichtiger Bestandteile, welche ins 
Chloroform tibergehen, withrend Ellinger?) es als notwendig 
betrachtet, den Riickstand mit heibem Wasser auszuwaschen. 

Dab diese, durch das Auswaschen mit heibem Wasser 
erhaltene, Fliissigkeit) hochstens Spuren enthilt, habe 
ich schon betont. 

Ellinger®) betont dagegen: «Unter den angewandten 
Versuchsbedingungen scheint aber tiberhaupt auber dem Tsatin 
kaum eine andere Belmengung ins Chloroform iiberzugehen. » 

Es bleibt also zur Entscheidune der Frage, ob man den 
Riickstand mit heiBem Wasser extrahieren oder erhitzen soll 
zur Entfernung stoOrender Bestandteile, noch zu untersuchen 
iibrig, was die gelbe Fliissigkeit enthiilt. Nachdem oben schon 
betont worden ist, dab bei Portionen von cem Harn, 
welche 3,7 mg Indigo ergaben, mitte!s Indoxyll6sungen noch 
nicht }10 mg Isatin nachweisbar war, mul ich an dieser Stelle 
zuerst auf die Indopheninprobe zariickkommen. In der urspriing- 
lichen diesbeziiglichen Arbeit4) hat v. baever diese Reaktion 
dem Benzol zugeschrieben, wihrend spiiter Viktor Meyer?) fest- 
vestellt hat, dab sie dem das Benzol immer begleitenden Thiophen 
zuzuschreiben ist, was von v. Bbaever zugegeben wurde. ©) 

Uber die Ausfithrung der Indopheninprobe findet) ge- 
Wohnlich angegeben, dab man die zu priifende Substanz in 
von konzentrierter Schwefelsiiure losen und danach 


1, Diese Zeitschr.. Bd. XNXN. S. 120. 
Diese Zeitsehr.. Bd. NNNVITE SDSS. 
Diese Zeitscehr.. Bd. 


Ber. d. deutseh. chem. Ges... Bd. 


ber. d. deutsch, chem. Ges.. Bd. 8. 


ber. d. deutseh. chem. Bd. 16. 
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mit thiophenhaltigem Benzol schiitteln soll: letzteres soll sich 
bei Anwesenheit von Tsatin blau fiirben, 

So oft auf diese Weise die Probe mit reinem [satin von 
Merck angestellt wurde, ebenso oft fiel diese negativ aus, 
selbst wenn noch Thiophen dem Benzol zugesetzt wurde. 

Von vy. Bayer?!) war folgendes angegeben: «Bringt man 
Benzol, NXvylol, Naphtalin usw. mit Isatin und konzentrierter 
Schwefelsiiure zusammen, so tritt eine Kondensation ein. » 

Ubergiebt man demnach eine Spur von Isatin zuerst mit 
thiophenhaltigem Benzol und setzt danach konzentrierte Schwefel- 
siiure zu, dann tritt die blaue Reaktion sofort auf. 

Ks bewihrt sich. die Indopheninprobe folgendermaben 
auszufiihren. 

Man verdunstet die auf Isatin zu untersuchende Fliissig- 
keit in einer Porzellanschale auf dem Wasserbade, tibergielt 
den trockenen) Riickstand mit etwas) thiophenhaltigem benzo! 
und fiigt danaeh konzentrierte Sechwefelsiiure hinzu: die Reaktion 
tritt ber Anwesenheit von Spuren Isatin sofort auf. Mit ? 100 mg 
Isatin Merck erhiilt man auf diese Weise eine sehr deutliche 
blaue Reaktion und auch bei Anwesenheit von } 200 mg Tsatin 
ist sie noch gut wahrnehmbar. 

Nachdem also die ungefiihre Empfindlichkeitsgrenze der 
Indopheninprobe festgestellt worden war, wurde der gelbe, 
wiisserige Auszug von dem nach Erhitzen auf dem Wasser- 
bade zuriiekgeblicbenen Chloroformriickstand kontrolliert.  Be- 
vor die Versuche vorgenommen wurden, filtrierte ich die gelbe 
Fliissigkeit durch ein trockenes Filter, dao immer heiben 
Wasser etwas Indigorot: mitgeschleppt wird, was bei dieser Be- 
handling im Filter hingen bleibt. 

Bei den vielen’ Mensehenharnen, welche auf diese Weise 
untersucht wurden, sich fast nie eme deutlch wahr- 
nehmbare und nur einige Male eine noch eut) wahrnehm- 
hare Indopheninreaktion feststellen. Da in den einzelnen 
positiven Fillen die Indigorotprobe mit Indoxyll6sungen (siehe 
oben) negativ ausfiel, hatte man also zu schlieben, dab bei 


' Ber. d. deutseh. chem. Ges.. Bd. 12. S. 1311. 
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diesen Proben das gelbe Waschwasser nur zwischen ' 1) und 
mg Tsatin enthielt. 

Dagegen wurde immer eine deutliche Indopheninreaktion 
wahrgenommen, als eine 38° oige Indoxylpasta direkt mit 
Ferrichloridsalzsaure versetzt wurde: es scheint: also, dab die 
Verdiinnung der Salzsiiture durch das Filtrat, bei der Harn- 
indicanbestimmung, von bedeutendem Einflub auf diesen Vor- 
gang Ist. 

Das gelbe Waschwasser ist demnach keine wiisserige 
Losung von tsatin, auch wenn es ab und zu Spuren von dieser 
Substanz enthilt, und es geht also nicht an, den Verlust an 
Indigo bei der Wang-Obermayerschen Methode einer Uber- 
oxydation des Indoxyls zu Tsatin zuzuschreiben, wie es Ellinger?) 
getan hat. 

Ieh erhielt einen iihnlichen gelben wiisserigen Auszug, 
auch wenn eine alkoholische Losung von reinem Indoxyl! der 
spontanen Oxvdation an der Luft) iiberlassen wurde: nach 
Verdunsten des Alkohols lieB sich die gelbe Substanz von dem 
trockenen Riickstand mittels heifen Wassers auswaschen. 

In diesem Falle kann man es nicht mit satin zu tun 
haben, da Indigo sich an der Luft nicht) zu Tsatin oxydiert: 
auberdem ist in dieser gelben Substanz mittels der Indophenin- 
probe kein Isatin nachzuweisen. Die Entstehungsweise dieser 
gelben Substanz aus reinem Indoxyl weist) entsehteden daraul 
hin, dab sie etwas mit den Indigokorpern zu tun hat, und es 
liegt daher der Gedanke nahe, dai hier vielleicht) Korper 
vorliegt, der dem vor vielen Jahren von Crinsoz aus Bengal- 
indigo krystallinisch erhaltenen Indigogelb analog ist. *) 

Leider war die von diesem Forseher erhaltene Menge 
zu klein, um sie einer eingehenden Untersuchung zu unter- 
werfen, 

In der Literatur findet man iiber das sogen. Indigogelb 
nur sehr sparliche Angaben.  Indessen  tiberzeugen die von 
Crinsoz angegebenen Figenschaften, nicht mil 


*) Schweizerische Polytechnische Zeitselhr., Bd. 11. S. 121 
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Ixatin zu tun hatte. Seine Krystillchen zeigten eine Subli- 
mationstemperatur von ungefihr 150° C. withrend das Isatin 
erst tiber 200° C. verfliichtigt: auch andere Proben (siehe 
unten) stimmen nicht mit den Isatinreaktionen tiberein. 

Wiewohl ich aus der gelben Losung einzelne Krystillchen, 
mit amorpher Substanz vermischt, erhalten habe, war es mir 
nicht moglich, ein rein krystallinisches Produkt darzustellen, 
und ich mubte mich also damit begniigen, die verschiedenen 
angegebenen Reaktionen anzustellen., 

Aus der untenstehenden Tabelle geht hervor, dab die 
Kigenschaften aller erwéhnten Gelbarten) ziemlich miteinander 
iibereinstimmen: dagegen zeigen die Isatinreaktionen eine be- 
deutende Abweichung von denen der gelben Substanzen. 

In welehem Verhiiltnis diese gelbe Substanz zu den 
IndigokOrpern steht. vermag ich nicht entscheiden, Die 
Hatuptsache fiir die Indicanbestimmung ist jJedenfalls, wieviel 
Chamiileon dieser Korper, nachdem er in Schwetelsaure aut- 
cenommen ist, ber seiner Oxydation verbraucht. 

Zuerst habe ich aber festgestellt, da die Schwefelsiiure- 
lOsung, in Wasser gegossen, das Chamiileon sofort entfirbt: 
der briiunlich-gelbe Farbenton der Fliissigkeit blabt sich dabei 
ab zu einer blabgelben Farbe. Ich verbrauchte fiir die Titrierung 
von #4 mg dieser Substanz 5.6 com Chamiileon, entsprechend 
D606 = 3.56 mg Indigo. Das ist zwar etwas zu wenlg, 
aber man soll nicht vergessen, dal die Endreaktion sich nicht 
renau feststellen laipt. 

Ich erlelt’ diese 3.36 mg der gelben Substanz aus 11/2 | 
Harn. welche titrimetrisch 48.7 mg ergaben, also 
der ganzen Menge. 
iS, / 

leh halte es demnach ftir nicht richtig, den Chloroform- 
riickstand heibem Wasser abzawaschen: dagegen ist das 


Krhitzen des Riickstandes notwendig, da hierdurch sich Ofters 
absetzende farblose Krystallchen entfernt: werden, 


Ich emptehle demnach: 
Fidlune des seuren Harns mit Volumen Bletessig. 
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2. Sofortige Ausschiittelung mit Chloroform mit einer 
nochmaligen Ausschiittelung nach '2 Stunde. 

3. Die Chloroformausziige sofort in Aq. dest. ablaufen zu 
lassen und hiermit zu reinigen. 

4. Den Chloroformriickstand !/2 Stunde auf dem kochenden 
Wasserbade zu erhitzen. 

5. Titrierung mit ChamileonlOsung, welche auf Indigorein 
gestellt ist, bis zum Schwund der roten Nuance. 


Gelb von | Gelb aus | Gelb aus | 
| Isatin 
Indoxyl Harn | 


Eigenschaften 
Crinsoz 


Loslichkeit in | Heifi—leicht | Heif—leicht Heif—leieht | Heif— leicht 


Wasser ‘Kalt—-schwer Kalt—schwer Kalt—schwer Kalt—schwer 
| 
Aeaktion der | | 
neutral | neutral neutral neutral 
wiisser. Losung | | 
| 
| 
LOshich in konz. Ja. | Ja. 
Ja. Farbe ? | | Ja. Gelb 
Schwefelsiure | Gelb-braun Gelb-braun 
| | 
Sublimations- 
+ 130° | + 2009 
termperatur 
! 


Rote Ver- 


fiirbung 


Alkohol. Losung 
Ammoniak 


(Loslich. Gelb Loshich. Gelb Gehtlangsam ins 
tiber 


stanz —+- Atzlauge Farbe ? 


| 
Indophenin- | 
? negativ negativ positiy 
prope 


Indoxyl- 
H robe 


Fiir die Beantwortung der von Ellinger in semer Abhand- 
lunge geheferten Kritik tiber meine Methode zur Bestimmung des 
Harnindicans als Indigorot) mittels Isatinsalzsiture werde ich 
ausschheblich Tatsachen und Zahlen benutzen, welche von mir 
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in den Jahren 1899, 1900 und 1901 in dieser Zeitschrift) und 
1902 in der Deutsch. Med. Wochensehr. publiziert) sind. 

Ellinger sagt,!) dab er meine titrimetrische Methode 
nicht kontrothert hat, weil die Losungen der Indigorotschwefel- 
siiure nur selten klar waren: etwas friiher, auf Seite 193 unten, 
sagt derselbe Forscher: «Die blaue Losung war fast stets voll- 
stiindig klar, geringe Triibung erschwert das Erkennen des 
Kndpunktes der Titration, macht die Bestimmung aber nicht 
unmoeglich, » 

Bemerken wir nun, dab der Endpunkt der Titration. fiir 
beide Methoden ist: das Verschwinden des roten Farbentons 
in einer gelben Losung, dann begreife ich nicht, dab es fiir 
die cine Methode ein untiberwindliches Hindernis abgibt, withrend 
es ftir die andere Methode die Bestimmung des Endpunktes nur 

erschwert>. Obendrein gibt Ellinger zu, dab die Blaumethode 
auch ab und zu triibe Sulfol6sungen ergibt: das ist aber bei 
beiden Methoden der Fall, wober zu bemerken ist, dab es keine 
Regel, sondern Ausnahme ist. 

Da ich aber tiberzeugt war, die Titration, wiewohl 
nicht unmodglich, doch behindert wird bei Triibung der Losung, 
habe ich empfohlen.?) durch em trockenes Filter filtrieren, 
das zuerst Durchgelaufene nicht za verwenden und die Titrierung 
vorzunehmen omit einem aliquoten) Teil der nachher durch- 
gelaufenen Fliissigkeit. 

Auf diese Weise fand ich bet zahlreichen Kontrollbestim- 
mungen mit) Indigorein tiher 99°%/o des) verwandten Indigos 
zurick. Von ganz unsichere Werte» durch diese Vor- 
schrift kann also keine Rede. sein. 

Auberdem mub ich diesen Forscher darauf aufmerksam 
machen, dab er selbst seine Indigoblaul6sung durch ein trockenes 
Filter filtriert, ohne sich dabei auf irgend eine Weise vor 
Verlust. zu schiitzen, indem sagt:3) «Die abgelassenen 
Chloroformlésungen bleiben einige Minuten im Kolbchen stehen 


') Diese Zeitschr.. Bd. S. 195. 
*) Diese Zeitsehr.. Bd. S. 85d. 
Diese Zeitsehr.. Bd. 193. 
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und werden durch ein trockenes Filter in eimen trockenen 
sorglaltig gereimgten Kolben filtriert.> Bei dieser Prozedur 
bleibt. ein nicht unansehnlicher Prozentgehalt) an Indigo im 
trockenen Filter hangen, was von Ellinger weiter nicht be- 
achtet wird. 
Was nun die Ergebnisse beider Methoden anbetrifft, so 
mub ich folgendes hervorheben. 
Bet Kontrollbestimmungen im Harn fand Ellinger 
zurtick:?) 
bel Kontrollbestimmung 
S584 » 
Hl 90.17 
2 VI 85.63 


347.299) 5 


also im Durchschnitt 


347,29 
= &0.59/9. 


In meiner Arbeit tiber die Indicanbestimmung als Indigorot 
habe ich betont.,2) dab die Ausbeute an Indigorot immer mehr 
betriigt als das Doppelte der Menge an Gesamt-Indigofarbstoffen. 
Ich befolete die von mir modifizierte Methode Wang-Ober- 
mayer, ohne Waschprozeduren, fallte den Harn mit Bleiessig, 
bei einer Oxyvdationsdauer von ‘2 bis 1 Stunde und Erhitzen 
des Chloroformauszuges auf 110°C. withrend 2) Stunden. 

Verlust an Indigo ist also bei diesen Proben, nach dem 
Erwihnten, ganz ausgeschlossen, wahrend etwaige zu hohe 
Werte in’ der nachfolgenden) Berechnung tm Nachteil der 
Resultate meiner Methode kommen werden. 

In acht Versuchsrethen wurde der Totalgehalt an Gesamt- 
Indigofarbstoffen mit dem Ertrag an Indigorot verglichen, wobei 
man also erstere Zahlen mit 2 multiplizieren) 

Die Ergebnisse waren folgende: 
') These Zeitschr., Bd. XXXVHT, S. 191—192. 
7) Diese Zeitschr., Bd. XXXII, S. 
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Versuch Gesamt-Indigofarbstoffe Indigorot 
| 3.00 mg 7.76 mg 
I] » 10.58 
319, 
IV 8.00 
V 3.90 » 7.80 
VI 
Vil 3.94 8,42 

Vill 5,19 
28,00 X 2 = 96,12 mg 62.57 mg 


Killinger erhielt’ an Total-Indigofarbstoffen 86,8°,9:  be- 
rechnet nach dem obigen Verhiiltnis zwischen Total-Indigofarb- 
stoffen und Indigorot) bekommt man: 

56,12 : 62,37 = 86,8 : 96,4. 

Nach diesen von friiheren Untersuchungen herstammenden 
Zahlen wiirde der Ertrag an Indigo nach meiner Indigorot- 
methode 96.4% 0 der berechneten Menge betragen haben. Um- 
vekehrt: ergibt die Indigorothmethode 100° 0, dann erlielt ich 
Total-Indigotarbstoffen nach der oben erwihnten von mir 
modifizierten Methode Wang-Obermavyer: 

62.37 : 5612 =— 100 
also YO" o der berechneten Menge, 

Doch nun genug von der titvimetrischen Indicanbestimmuneg: 
die Indigorotmethode erweist sich in keiner Hinsicht umstiind- 
licher als die Indigoblaumethode, im Falle man sich bet letzterer 
vor Verlusten schiitzt, 

Was ihre Genauigkeit: anbetrifft, so verweise ich auf die 
oben zitierten Zahlen Berechnungen: fiir die Titrierung 
mache ich nochmals aufmerksam auf die z. Z. gegebene Vor- 
schrift.!) withrend die Chamiileonlésung entweder auf syn- 
thetisches, reines Indigorot der Bad. Anilin- u. Soda-Fabrik oder 
aul sublimicrtes Indigorot von Baeyer (Elberfeld) gestellt wurde. * 

Beide Methoden haben keinen) groben Wert, da sie fr 
kKlinische Zweceke zu umstiindlich sind und. fiir wisseli- 


Diese Zeitschr.. Bd. S. 84—8d. 
Diese Zeitsehr.. Bd. 
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schaftliche Zwecke wohl kaum in Betracht kommen konnen. 
Was kann es einer wissenschattlichen Untersuchung der Fiiulnis- 
produkte des Darmes niitzen, wenn man nur ein Fragment 
eines unbekannten Ganzen (Total-Atherschwefelsiiure) be- 
stimmt, besonders da kein bestimmtes Verhiiltnis der Indoxy!- 
schwefelsiiure zu den Total-Atherschwefelsiiuren im Harne 
hesteht. 

Ich hoffe, im niichsten Wintersemester in dieser Zeitschrift 
niiheres tiber eine neue titrimetrische Bestimmung der Gesamt- 
Atherschwefelsiiure mitteilen konnen. 

Was nun zum Schluf} meine kolorimetrische Bestimmung 
des Harnindicans als Indigorot anbetrifft, kann mich kurz 
fassen und brauche eigentlich nicht weiter zu gehen, als die 
von Ellinger selbst gefundenen Werte zu wiederholen!) und 
meine 19012) publizierten Zahlen hinzuzufiigen : 


Titrimetrisch: Kolorimetriseh: 
Ellinger: 1. 14 meg Z7wischen 10 und 15 me 
11 10) 15 
I. 30) 
IV. unter 
bouma: 7.6 mg zwischen 5 und 10 meg 
Il. 30 40 
Il. etwas tiber 30) 
lV. 17.0 zwischen 15 und 20 


Was die abweichende Reaktion (violett bis blau), woriiber 
ich im vergangenen Winter niiheres publiziert habe?) anbetrifft, 
wird man an den Klintken, wo mein Indicanurometer ge- 
braucht wird, schon erfahren haben, dali dieselbe sehr selten 
vorkommt, und dai man fiir diese seltenen Fille mit der von 
mir angegebenen einfachen) Behandlung des Harnfiltrats mit 
Schwefelwasserstoff durchaus auskommi, da man danach immer 
einen reinen, roten Chloroformauszug bekommi, welcher ohne 
Schwierigkeit mit) den verglichen werden 
kann: Verlust an Indigo findet bei dieser Behandlung micht statt, 

Diese Zeitsehr., Bd. XNNVHL S. 196, 


2) Diese Zeitschr.. Bd. S. 92. 
3, Deutsch. med. Wochensehr.. 1902, 39. 
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In einer neulich erschienenen Arbeit von Ellinger und 
Prutz?) tiber den Einflu{ von mechanischen Hindernissen im 
Diinndarm und im Dickdarm auf die Indicanausscheidung beim 
Hunde sagen diese Autoren: «Der ungefiihren Schiitzung des 
Indicangehaltes wiiren solche Anstiege der Indigomengen, wie 
in Versuch 7 und 13 konstatiert wurde, wohl leicht entgangen 
und wir mochten an der Hand dieses Beispiels auf den Wert 
der jetzt bequem und sicher auszufiihrenden quantitativen In- 
dicanbestimmungen (titrimetrische Indigoblaumethode) auch in 
der klinischen Praxis hinweisen. » 

seim Nachschlagen dieser Versuche 7 und 13 erfiihrt man, 
dali ber diesen Versuchen die Probelaparotomie beim Hunde 
vorgenommen wurde, auf Grund des Verdachtes auf Insufficienz 
der Heocoecalklappe nach den folgenden Anstiegen der tiiglichen 
Indicunmengen : 

Probe 7. 26./27.—27./28. Juni, von 17,0 auf 45,24 mg. 
Probe 15. 15.716. — 16./17. Juli, von 25,0 auf 43,7 mg. 

An der Hand obiger Resultate der kolorimetrischen Indigorot- 
methode, glaube ich mit Bestimmtheit schlieben diirfen, 
dai solche und auch viel geringere Anstiege der Wahrnehmung 
heim Befolgen dieser Methode nicht entgangen  sein_ soilten. 
Durch diese Methode ist es nicht nur in’ den Laboratorien 
der Kliniken. sondern auch jedem praktischen Arzt moglich, 
sich leicht von den Fiiulnisprozessen im Darme seiner Patienten 
eine ziemlich genaue Vorstellung zu machen. \Wenn man dabel 
bedenkt, dab diese Bestimmung 5 Minuten in Anspruch nimmt 
und dah ich sie ausschlieBlich als eine klinische Methode be- 
zeichnet habe, so glaube ich, dai jeder Kliniker mit den oben 
erwithnten Resultaten zufrieden sein wird, umsomehr, als die 
meisten) Kliniker sich bis jetzt mit den Angaben: sehwach, 
mittelstark und stark begniigen mubten, 


1) Diese Zeitschr.. Bd. XXXVI, S. 425. 
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Zu unserer Arbeit: «Uber Methoden zur Begutachtung 
von Fleischextrakt>. 
Von 


Fr. Kutscher und H. Steudel. 


(Der Redaktion zugegangen am 3. August 1903.) 


Siegfried sucht die Schluffolgerungen, die wir in unserer Arbeit 
Uber Methoden zur Begutachtung des Fleischextraktes> gezogen haben 
Diese Zeitschrift, Bd. Seite LOL). durch eine unter dem gleichen 
Titel erschienene Arbeit (Diese Zeitschrift. Bd. Seite 126) zu 
widerlegen. Bet seinen ganzen Ausfiihrungen statzt er sich auf die 
Phosphorfleischsiiure und deren Eigenschatten. Nun ist aber bisher 
die Phosphorfleischsiiure von keinem Forseher, auch von 
Siegfried nicht dargestellt; solange dies nieht geschehen und am 
reinen Praparat ihre Eigenschaften  festgestellf sind, wird man nicht 
tnit. der Phosphorfleischsiure rechnen dirfen. Dargestellt ist bisher nur 
die Eisenverbindung der Phosphorfleischséiure, das «Carniferrins, und 
diese ist nach den bisher nicht widerlegten Einwénden von Folin, 
Kutscher,*) Kutscher und Steudel’) ein Gemenge von Albumosen, 
Bernsteinsiure und Milchsiiure. 

Ferner ist es, vorausgesetzt, die Phosphorfleischséiure wirklich 
existiert und die angenommenen Eigenschaften hat. durchaus nicht er- 
forderlich, dafs sie in jedem Fleischextrakte vorkommt. Sie ist nach Sireg- 
fried wie das Glykogen ein Energiestoff. der nach seinen quantitativen 
Bestimmungen bei der Arbeit des Muskels verbraucht wird. Theoretiseh 
ist daher sehr wohl ein glykogenfreies und ein von Phosphorfleischsiure 
freies Fleischextrakt moglich. Fraglich ist dann weiter. ob es ber der 
auherordentlichen Zersetzlichkert. die Siegfried fiir seine hypothetisehe 
Phosphorfleischsiure annimmt. wtberhaupt modglich ist. ein Handels- 


Diese Zeitschr., Bd. S. 163. 

*) Diese Zeitschr., Bd. XXVI, 8S. 120. 

Diese Zeitschr., Bd. XXXNIX, S. 108, Fufnote. 
These Zeitschr.. Bd. XXII, S. 376. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXIX. 
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O40 Pr Kutscheru. H.Steudel, Zu unserer Arbeit: «Uber Methoden ete. » 
produkt von Fleischextrakt darzustellen, das noch unzersetzte Phosphor- 
fleischsdiure enthalten kann. 

Siegfried hiitte daher vor allem einmal sein Fleischextrakt. an 
dem er die uns widerlegenden Versuche gemacht hat, in einem Kontroll- 
versuch auf das Vorhandensein von Phosphorileischsiure priifen miussen. 
Das hat er aber nicht getan. 

Aus diesen Grinden bewetst die Arbeit nicht, was sie beweisen 
soll, und wir werden erst, wenn Siegfried unsere’ vorstehenden 
Forderungen erfillt hat, seme Arbeit emer Diskussion unterziehen, 
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Uber den Einflu® des autolytischen Fermentes auf die 
Pankreasverdauung. 
Von 
Mieczyslaw Halpern  Warschau). 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts zu Berlin.) 


Der Redaktion zugegangen am 27. Juli 1903.) 


Sowohl durch das Trypsin des Pankreas, als auch durch 
das autolytische Ferment der Organe erleidet das EiweiBmolekiil 
eine tiefgehende Spaltung. Wenn nun auch bestimmte Unter- 
schiede in der Wirkung der beiden Enzyme bestehen, so er- 
<chien es in Anbetracht der Ahnlichkeit der Wirkung interessant, 
zu priifen, wie sich die Wirkung der Enzyme auf das Eiweib 
cestaltet, wenn sie beide gleichzeitig auf dasselbe einwirken. 
Cm diese Frage zu lésen, habe ich auf Veranlassung des Herrn 
Prof. E. Salkowski eimge Versuche angestellt. Ehe ich sie 
aber anftihre, méchte ich ner mit einigen Worten die Methode 
dieser Versuche besprechen. 

Als Ausgangsmaterial benutzte frische Kalbsleber, 
welche nach Angaben von Biondi!) zu den autolytischen 
Versuchen durchaus brauchbar ist. Wie gewohnlich wurde die 
Leber fein zerhackt, mit Chloroformwasser versetzt und der 
Autodigestion resp. der Pankreasverdauung unterzogen. Das 
pankreatische Ferment wurde in der Form von Pankreaspulver 
angewandt, welches nach den Vorschriften, wie sie in dem 
Praktikum von Salkowski angegeben sind, vorbereitet wurde, 
Ls wurden jedesmal drei Versuche angestellt, von denen der 
cine als Hauptversuch, die beiden anderen als Kontrollversuche 
dienen sollten. Es sind folgende: zunachst ein gewohnlicher 


'y Biondi, Virchows Archiv, 1896, Bd. 144, 5. 373. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXIX. 
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autolytischer Versuch, wie er von Salkowski?) und anderen 
ausgefiihrt wird: dann ein gleicher Versuch mit Zusatz von 
Pankreaspulver (Hauptversuch) und endlich ein Pankreas- 
verdauungsversuch. Um den letzteren in reiner Form anstellen 
zu konnen, mufte man die Wirkung des in der benutzten Leber 
vorhandenen autolyvtischen Fermentes ausschliefen. Dies geschah 
nach der Vorschrift von Salkowski (1. ¢.) durch Aufkochen 
des Materials mit dem zehnfachen Volumen Wasser, wobei das 
Gemisch 38—5 Minuten lang im Sieden erhalten wurde. Da 
aber bei diesem Verfahren ein Teil der stickstoffhaligen Sub- 
stanzen der Leber in Losung tibergeht, was auf die Resultate 
einen nicht unbetrachtlichen EinfluB haben konnte,?) so wurden 
auch beide anderen Versuchesfliissigkeiten dieselbe Zeit ling 
gekocht, selbstverstiindlich nach beendigter Digestion. — Jetzt 
waren die Versuchsbedingungen ausgeglichen, jedoch nur bis 
auf eine. Es wird néimilich nach dem Geschilderten das Pankreas- 


ferment im Versuche mit Trypsinverdauung ohne Autolyse aut 


eekochtes Eiweif, in dem Hauptversuche dagegen — wo beide 
Fermente wirksam blieben — auf ungekochtes wirken. Dieser 
Fehler ist aber ber den hier in Frage kommenden Versuchen 
kaum zu vermeiden, und wie wir uns die eventuellen daraus 
folgenden Unterschiede deuten  sollen, darauf will ich noch 
spiiter ber der Besprechung meiner Versuchsresultate niher 
eingehen, 

Was die quantitativen Verhiiltnisse betrifft, so habe ich 
zu jedem Versuch je 100 Leber benutzt, mit 11 Chloroform- 
wasser versetzt und 3 Tage lang (genau 69 Stunden) im brut- 
ofen ber 39°—40° unter dfterem Umschiitteln stehen gelassen. 
Ber den Pankreasverdauungsversuchen wurde je 1 Pankreas- 
pulver angewandt. 

Die auf diese Weise gewonnenen Versuchsfliissigkeiten 


+ 


Salkowski, Uber Autodigestion der Organe. Zeitschr. 1. 
Klin. Med., Bd. XVII, Suppl. 

2? Ein Versuch, in dem ich 100 ¢ Leberbrei in angefiihrter Weise 
mit Wasser aufgekocht habe, zeigte. dafK\ dabei 0.2492 ¢ N in Losung 
iibergegangen ist, wovon 0.1316 g N, d. 1. 52,8°0 sich im Phosphorwolfram- 


siiuretiltrat befand. 
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wurden von dem festen Material durch Filtration befreit, der 
Niederschlag nachgewaschen und die Fliissigkeiten auf dem 
Wasserbade stark bis zum bestimmten Volumen (bis 150—200cem) 
eingeengt, dann mit Chloroformzusatz aufbewahrt und der Unter- 
suchung unterzogen. Es wurden niimlich der Gehalt an Gesamt- 
stickstoff und an durch Phosphorwolframsiure nicht fiillbarem 
Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt: der letztere entspricht in 
diesen Versuchen den Monoaminosiiuren, indem alle anderen 
dabei entstehenden stickstoffhaltigen Produkte durch die ge- 
nannte Siiure fiillbar sein sollen. Auf die Bestimmung einer 
anderen Fraktion, und zwar der mit Zinksulfat fiillbaren resp. 
unfiillbaren habe ich nach einigen oft miblungenen Versuchen 
verzichtet und zwar aus folgenden Griinden. Erstens ist) das 
hetreffende Verfahren sehr unbequem, da sowohl wiithrend der 
Oxvdation, wie wihrend der Destillation die Kolben sehr heftig 
stoben, wodurch Verluste an Untersuchungsmaterial bewirkt, 


ja mitunter sogar die Untersuchung unmodglich gemacht wird. 


Ich kann leider der Angabe von Jacoby?) nicht beistimmen, 
dai das Abdampfen des Wassers auf dem Wasserbade und 
Sandbade dieses Verfahren erleichtert und das Stoben beseitigt, 
da bei mir die Kolben auch auf dem Sandbade heftig gestoben 
haben. Zweitens glaubte ich von der genannten Untersuchung 
noch deshalb Abstand nehmen zu diirfen, weil sie mir in der 
in Betracht kommenden Beziehung keine wertvollen Schiltisse 
ergeben konnte. Bei der Autolyse entstehen namilich, wie be- 
kannt, nur Albumosen, bei der Pankreasverdauung dagegen auch 
Peptone. Die Fillung mit Zinksulfat koOnnte uns ausschlieblich 
liber die Menge der entstandenen Albumosen Kunde geben; 
doch wire es meiner Meinung nach viel interessanter, wenn 
wir die Albumosenmenge einerseits mit der Albumosen- und 
Peptonmenge andererseits vergleichen konnten, da die beiden 
Korperarten eine natiirliche Fraktion bilden, indem sie nahe 
aneinander stehen und sich in vielfacher Beziehung von den 
spiteren Spaltungsprodukten des Eiweifbes unterscheiden. 


1) Jacoby, Zur Frage der spezifischen Wirkung der intracellularen 
Fermente. Hofm. Beitriige Il, 4, 9 u. 10. 


F 
: 
| 
: 
ap 
Bes 
4 
“it 
= 
a 
| 
27* 
#5 
ry 


380 Mieczyslaw Halpern, 


Die Versuche ergaben folgendes (s. Tab. I). 


Tabelle I. 
Versuch J—IV. 


|.@ 
| | Autolyse | Pankreas- 9 
| Autolyse | + verd, 
Gesaint-N 11515 20195 0,983 
Ndes Ph.Wo.S.Filtr.| 0.975 | 84.67 1.736 | 85.96. 358.77 
| 
2. | Gesamt-N 0,6237 | 1.7157 | O.8736 
NdesPh.Wo.S.Filtr.| 0.504 | 80.8 14868 86.65 0,546 62.5 
3. Gesamt-N 0.6076 | 2.3268 
NdesPh.Wo.S.Filtr. 0,476 78,34 | 2.0328  87.36| 0.9464 | 61,68 
| | | 
t. Gesamt-N 0.5684 2.4864 12444 
0.4368 | 76,84 2,072 83.33 0.8064 64,8 


| | | | 

Wenn wir zuniichst die Menge des Gesamtstickstoffes _be- 
riicksichtigen, so ergibt sich aus diesen Versuchen, dal in der 
Versuchsreihe (Autolyse und Pankreasverdauung) allen 
Killen viel mehr Stickstoff in Losung gebracht wurde, als in 
den beiden Kontrollversuchen (Rethe To und If. Es folgt 
daraus das unzweideutige Resultat, dab in der 
Versuchsreithe Il die beidenFermente gleichzeitig 
ihre spaltende Wirkung ausgetibt haben. Wenn wir 
aber bedenken, dab die Versuche der Reihe If so angestellt 
wurden, wie man gewoOhnlich die kiinstlichen Pankreas- 
verdauungsversuche anstellt, diejenigen der Reihe Hl dagegen sich 
nur dadurch von den ersten unterscheiden, dal} hier dasselbe 
Pankreasferment auf gekochtes Eiweif} eingewirkt hat (das auto- 
lytische Ferment ist hier durch Kochen vernichtet worden), so 
kOnnten wir vielleicht) die Erklirung des Resultates der Ver- 
suche in der liingst bekannten Tatsache erblicken, dab unge- 
kochtes Eiweif bei Verdauungsversuchen stirker angegriffen wird, 
als gekochtes. Indessen sind die Differenzen viel zu groB, als dab 
sie Iiervon allein abhingen konnten: man vielmehr ohne 
Zweitel den Sehlub ziehen, dab die Wirkung des autolytischen 
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Ferments und des Pankreastrypsins sich summiert haben. 
Andererseits dirfte, wenn nur die Summation in Frage kiime, 
die Quantitaéit des verdauten Eiweifes in dem Versuch mit ge- 
meinsamer Wirkune beider Fermente nicht kleiner sein, als 
die Summe der getrennt wirkenden. Ob dieses so ist, dariiber 
gibt die folgende kleine Tabelle (s. Tab. Il) Aufschlub, bei der 
die Spalte A die Summe I -+ HE (entsprechend der Tab. 1) ent- 
hilt. Betrachten wir die Tabelle, so ergibt Sich, daB mit Aus- 
nahme des ersten Versuches die Summe von | -+ Ul kleiner ist, 
als die Eiweibverdauung bei gleichzeitiger Wirkung beider 
Fermente. diesen Unterschied wird man auf ver- 
schiedene Verhalten) des) Eiweibes, je nachdem es roh oder 
gekocht ist, zuriickgreifen miissen. 


Tabelle Il, 


| A 
| I. +- Ill. II. 


Untersehied 


| 2.1350 | 2.0195 — 0.1155 
2 1.4973 1.7157 | +. 
2.1420 23268 | 
18128 | 2.4864 | 0.6736 


Die auf Herters?) Veranlassung vorgenommenen Unter- 
suchungen von Popoff haben im Eimklang mit) den édlteren 
Beobachtungen von Hoenigscehmidt, sowie von Chittenden 
und Cummins ergeben, dab gekochtes Fleisch schwerer ver- 
daulich ist, als das rohe. Der Unterschied betrug 29,99. 0 bezw. 
165° 0, falls das betreffende Fleisch eine Stunde bezw. 25 Minuten 
den Diampfen des siedenden Wassers ausgesetzt war: falls aber 


', Fir das Ausbleiben des Uberschusses in diesem Versuche finde 


ich keine Erklirung, doch méchte ich hier darauf aufmerksam machen, 
dai eben in diesem Falle das autolytische Ferment sehr stark seine 
Wirkung ausiibte. indem es hier beinahe zweimal soviel Stiekstoff in 
Losung brachte, als in den darauf foleenden Versuchen (s. Tab. 1. Reihe I. 

Herter, Uber den Kinflu& der Zubereitung auf die Verdaulich- 
keit von Rind- und Fischfleisch. Verhandl. d. phys. Gesellseh. in’ Berlin, 
Du Bois-Reymonds Archiv, 1X89, 5. 561. 
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das Fleisch mit Wasser erhitzt wurde (ihnlich wie in unseren 
Versuchen), war der erwihnte Unterschied viel kleiner, und 
gwar betrug er dann nur 10,4°%/o. Es verliert also das in 
dieser Weise behandelte Fleisch an Verdaulichkeit sehr wenig, 
und es scheint unmoglich, auf diese physikalische Beschaffenheit 
des Eiweibes allen den yon konstatierten Unterschied, 
welcher 34,05 °/o0 bis 51,29°/0 betrug, zuriickzufiihren. Es miissen 
also auber den physikalischen Bedingungen (geronnenes oder 
nicht geronnenes Enweib) noch andere Agentien ihre Wirkung 
ausiiben, die ich, wie erwiihnt, auf die Anwesenheit des auto- 
Iviischen Fermentes glaube zuriickftihren zu konnen. 

Die angefiihrte Erklarung bedarf noch einiger bemerkungen. 
Meine Versuche wurden an Leber angestellt, an solchem Eiweib 
also, welches vom autolytischen Fermente begleitet wird. Wie 
sich der genannte Unterschied bei Anwendung von anderem 
Versuchsmateriale verhilt, konnte ich selbst bisher aus auberen 
Griinden nicht untersuchen. Die Literaturangaben geben vor- 
liiufiy auch sehr wenig in dieser Beziehung an. 

Ber den kiinstlichen Verdaungsversuchen kommen haupt- 
siichlich drei Eiweibarten Betracht, und zwar auber dem 
von mir benutzten Organeiweif noch das Hiihnereiweib und 
das Fibrin. 

Was zuniichst das Fibrin betrifft, so ist es bekannt, dab 
ber der Digestion desselben mit Chloroformwasser ein Teil des 
Kiweibes in Losung iibergeht; dies geschieht vermutlich infolge 
der Wirkung eines Fermentes, welches héchstwahrscheinlich 
von den beigemischten Leukocyten abstammt. Doch glaubt 
van der Marck,?) die Auflosung des Fibrins bei Chloroform- 
digestion, welche in seinen Versuchen ca. 70°/o betrug, nicht 
irgendwelchen Fermenten zuschreiben zu diirfen, sondern gibt 
die Schuld daran der Wirkung des Chloroforms selbst. 

Noch weniger wissen wir iiber die Anwesenheit von proteo- 
lytischen Fermenten im Hiihnereiweif, und ich behalte mir vor, 
diesbeziigliche Versuche anzustellen. Es existiert zwar eine ziem- 


‘van der Marck. Eiweifistudien I. Uber die Einwirkung von 
Chlorform auf Fibrin. Chem. Centr., 1893, II. 
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lich alte Angabe von Mroczkowski,') dem es gelang, aus ge- 
trocknetem, eine Woche lang iiber Schwefelsiiure aufbewahrtem 
Hiihnereiweib eine Fermentl6sung zu gewinnen, welche Fibrin 
bei sechwach saurer oder neutraler Reaktion verdaute. M. elaubt 
aber, dab frisches Hithnereiweifi kein’ Ferment enthiilt, und 
nimmt an, daf dasselbe erst mit der beginnenden kaum merk- 
lichen Zersetzung des Eiweibes ber Zutritt. der Luft entsteht. 
In Bezug auf dihnliche Versuche mit keimenden Samen sagt er 
folgendes: «Es ist klar, dab dieses trypsiniihnliche Ferment 
aus den Eiweiikorpern der keimenden Samen— entstanden ist 
infolge der Zersetzung, welche die Eiweibkorper erlitten haben. 
Vielleicht wiire es nicht unmoglich, diese Zersetzung von den 
Bakterien abhiingig zu machen, welche ich dem Nieder- 
schlage, gebildet durch Versetzen) des Glycerinauszuges mit 
Alkohol, gefunden und welche auch nach zweiwochentlichem 
Stehen unter absolutem Alkohol Kulturen) auf Agar-Agar, 
Gelatine gaben und als eiweiflésend (mit Bildung von Globulin 
und Pepton) sich erwiesen. » 

Dah Bakterien ein proteolytisch lésliches Ferment produ- 
zieren, wurde von Salkowski?) mit’ Bestimmtheit nach- 
vewlesen: ob aber auch in den Versuchen von Mroczkowski, 
die sich auf die Zeit beziehen, als man noch von den auto- 
ilvtischen Fermenten so gut wie nichts wubte, das Ferment des- 
selben Ursprungs war, das will ich hier, da ich tiber  ent- 
sprechende Versuche nicht verfiige, dahingestellt) sein lassen. 
Ich méchte nur bemerken, dali kein Grund vorliegt, a priori 
das Vorhandensein eines Fermentes im Hiihnerei (vielleicht im 
Kigelb) auszuschlieBen: im Gegenteil, man konnte vermuten, 
dab es sich gerade umgekehrt verhiilt, und zwar sprechen 
dafiir, wie es scheint, zwei Analogien: erstens ist doch das 
Ki eine tierische Zelle, welche wie alle anderen ein’ proteo- 
lytisches Enzym enthalten kann: zweitens befindet sich dasselbe 


1) Mroezkowski, Uber die Entstehung eines die Kiweifistoffe in 
der Art des Trypsin verdauenden Kérpers in den keimenden Samen und 
im Hithnereiweif bei Einwirkung von Luft auf dasselbe. Biol. Centr. 9, S. 154. 

2) Salkowski, Zeitschr. f. Biologie, Bd. 25, S. 92 und. diese 
Zeitschr., Bd. XXVII, S. 306. 
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in keimenden Samen, welche doch auch vom Mutterorganismus 
abgetrennte Zellen darstellen. 

Ob und inwieweit die angeftihrte Erklirung auch bei der 
Verdauung im tierischen Organismus anwendbar ist, miissen 
noch weitere eingehende Untersuchungen zeigen. Die sauere 
Reaktion im Magen spricht gegen diese Annahme nicht, da 
eben diese Reaktion, wie Schwiening?!) und Biondi ©.) 
guerst gezeigt, Hedin und Rowland?) dann fiir eme HRethe 
autolytischer Enzyme dargetan haben, das Optimum fur fast 
alle autolytischen Fermente darstellt. 

Ber allen Verdauungsversuchen iiber die Wirkung der 
Verdauungsenzyme auf ungekochtes Eiweif stoBen wir auf die 
vrobe Schwierigkert, dab das angewendete Eiweif teils sicher 
aulolytisches enthiilt, so ber der Leber und anderen 
Organen, teils wenigstens Enzym enthalten konnte, da dieses 
durch Untersuchungen bisher nicht ausgeschlossen ist. 

Aus diesen Griinden schien es mir am bequemsten, Ver- 
dauunesversuche mit gekochtem und ungekochtem Eiweib mit 
dem autolytischen Fermente selbst anzustellen. Die betreffenden 
Versuche erlauben mir aber keine definitiven Schltisse zu 
ziehen und zwar aus weiter zu erorternden Criinden. [eh bin 
folvendermaben verfahren : 

vehackte Kalbsleber wurden mit 2 1 Chloroform- 
wasser gut durcheeschiittelt: naeh kurzer Zeit, als der grobere 
Niederschlag zu Boden vesunken war, wurde der Auszug 
miltels emes Sauvetillers abfiltriert. Hier ser bemerkt, dab das 
von Jacoby c¢.) angegebene Verfahren, indem er zu ahn- 
lichen Zwecken aut je Leber LOO com Chloroformwasser 
nimmt, nicht ganz bequem zu sein scheint, da man bei diesen 
Mengeverhiltnissen einen so dicken Bret bekommt, dab die 
Filtration nur ganz kurze Zeit vor sich geht, um bald aut- 
zuhoren: wenn wir sogiur, um das zu verhindern, Ofters 


Schwiening. Uber fermentative Prozesse in den Organen. 
Virchows Arehiv, 1804. Bd. 136. S. 

Hedin und Rowland, Untersuchungen tiber das Vorkommen 
von proteolytischen Enzyimen im Tierkérper. Diese Zeitschr., Bd. 
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Filter wechseln, dauert die Filtration zu lange, was bei den hier 
in Betracht kommenden Versuchen nicht erwiinscht erscheint: es 
kOnnte namilich inzwischen das autolytische Ferment auf das 
Lebereiweib seine Wirkung austiben: selbst wenn dieselbe bei 
Zimmertemperatur schwach wire, so konnte das) schon die 
entsprechenden Versuche ungleich machen, was natiirlich zu 
vermeiden ist. — Den gewonnenen Leberauszug benutzte ich als 
Fermentlosune, Indem ich sie zwei gleiche Portionen veteilt 
habe. diente mir die eine zum WKontrollversuch, die andere 
wurde dagegen mit 100 gekochtem Leberbrei versetzt: ein 
cewOhnlicher autolvtischer Versuch diente als zweite Kontrolle 
und zwar als Wirkung des aulolytischen Fermentes auf das 
ungekochte Eiweih. Die Fliissigkeitsmengen wurden selbstver- 
stiindlich bet allen) Versuchen mit) Chloroformwasser  aus- 
geclichen, 


Tabelle 
Versuch V u. VI. 


lI. 
} I. 0 Gekochte | 0 0 HY. 
| Leberausz, Leber + Autolyse 
| Leberausz. 
| | 
Gesamt-N O.196 | | (0.4704 
NdesPh.Wo.S.Filtr) | 75.71) OL804 | 49.9 O.2606 59.55 
6. Gesamt-N O.2828 OAS | 0.4872 
Ndes 0.2016 | 71.29) 0.2492 | 5144!) 0.2604 


Die angefiihrten Versuche (s. Tab. Hl) ergaben also un- 
eleiche Resultate: im ersten Falle (Versuch 5) war die Menge 
des gelOsten Gesamtstickstoffs (Reihe Il) groper, als im zweilen 
(Versuch 6), vermutlich deshalb, weil wir dabei mit ver- 
schiedenen Quantitiiten des Fermentes zu tun hatten. Obwohl! 
der autolytische Versuch (Reihe Ul) in beiden Fallen ziemlich 
cleiche Werte fiir den gelésten Stickstoff ergab, was daraut 
hinzudeuten schemt, ino dem Ausganesmaterial gleiche 
Mengen Ferment vorhanden waren, so kOnnten doch ber dem 
groben Verfahren, wie oben angegeben, dem Leberauszug, 
den wir als Fermentlbsung benutzten, ungleiche Quantitaten 
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des Fermentes iibergegangen sein. Dieselbe Ursache koénnte 
bewirken, dab in beiden Fiillen auch ungleiche Resultate in 
anderer Richtung erzielt wurden, und zwar war die Menge des 
velOsten Stickstoffs im ersten Falle gréber bei der gekochten 
Leber, als bet der ungekochten: im zweiten Falle waren diese 
Mengen beinahe gleich. 

Um die Fermentlésung zu gewinnen, habe ich. wie ge- 
savt, 400 ¢ Leberbrei genommen und dann die Hiilfte davon 
zum Verdauungsversuch verwandt: es war hier also zweimal 
soviel Leberbret gebraucht, als bei dem autolytischen Versuch 
(Reihe Hh), wo ich nur wie gewohnlich 100 ¢ Leber genommen 
habe. In der Voraussetzung, dab nicht die Gesamtmenge des 
vorhandenen Fermentes mit Chloroformwasser ausgelaugt wer- 
den kann, habe ich eben mehr Leberbrei benutzt, und das 
kOnnte verursachen, wir in den Versuchsreihen [und 
mif verschiedenen Mengen Ferment zu tun hatten. 

Obwohl also die letztangefiihrten Versuche darauf hinzu- 
deuten scheinen, der physikalische Zustand des Eiweibes 
keinen, wenigstens keinen besonders groBen Einfluf habe, 
mochte ich, wie gesagt, auf Grund der erwiihnten Ursache 
sowohl wie auf Grund der ungeniigenden Zahl der Versuche 
mich noch nicht definitiv: aussprechen. 

Kine definitive Auftkliirung werden wir erst von Versuchen 
mit dem rein dargestellten autolytischen Enzym erwarten konnen. 

Wenn wir uns jetzt wieder zu den ersten vier, auf der 
Seite 332 angefiihrten Versuchen wenden und den Stickstoff- 
eehalt des Phosphorwolframsiiurefiltrats beriicksichtigen, so er- 
gibt sich zuniichst, in beiden ersten Versuchsreihen die 
entsprechenden Stickstoffmengen grdBer sind, als in der IIL, 
wo kein autolytisehes Ferment vorhanden war. Die Zahlen fir 
den Stickstoffgehalt) des Phosphorwolframsiurefiltrats im Ver- 
hiltnis zu den Gesamtstickstoffmengen bleiben dabei in den Ver- 
suchen jeder Reihe in ziemlich kleinen Grenzen: in der Reihe I 


') Nach den bisherigen Anschauungen kiénnte man erwarten, 
in der Versuchsrethe Ul, wo das ungekochte Eiweifi benutzt wurde, 
mehr N gelOst werden sollte, was, wie ersichtlich, nicht der Fall war. 
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<chwanken die entsprechenden Zahlen zwischen 76,84° 0 und 
, in der Reihe Il zwischen 83,3° 0 und 87,36° 9 und 
in der Reihe Hl zwischen 58,77°/o und 64,8°%/o. Da die be- 
treffenden Zahlen in der Reihe [Il sich mehr denjenigen der 
teihe TI, als denen der Reihe Hl nithern, ja sogar grober sind 
als die ersten, so kOnnte man sich dieses Resultat folgender- 


84.607 


weise zu erkliiren, suchen. Da man in der letzten Zeit zwischen 
den verschiedenen eiweiiverdauenden Fermenten weniger quali- 
tative als quantitative Unterschiede anzunehmen geneigt Ist, 
(Malfatti,!) Lawrow?) u. a. haben angegeben, dal auch die 
Pepsinsalzsiiureverdauung bei geniigender Fortsetzung der Ver- 
suche Monoaminosiiuren erzeugt), so konnte man auch hier 
meinen, da das autolytische Ferment, wenn wir vorliufig von 
den Fermentquantitiéten absehen, stiirker als das Pankreasterment 
die Zersetzung fortfiihrt, indem in derselben Zeit die Fraktion des 
durch Phosphorwolframsiiure nicht fillbaren Stickstoffs im ersten 
Falle groéfer ist, als in dem zweiten. Die Versuchsreihe I hiitte 
dann gezeigt, dab das autolytische Ferment nicht nur die von 
ihm selbst, sondern auch von dem Pankreasferment gebildeten 
Albumosen in Aminosiiuren iiberftihren kann. Doch haben 
spatere Untersuchungen ergeben, dai dies nicht immer der Fall 
ist. Schon die Versuche 5 und 6 ergeben, dal auch bei der 
Autolyse die Menge des mit Phosphorwolframsiiure nicht fall- 
baren Stickstoffs nur 53,45 beaw. 55,33 °/o des Gesamtstickstotfs 
betragen kann. Dasselbe ergibt auch folgender, an einer Albumosen- 
losung (kiufliches Pepton Witte) ausgefiihrter Versuch. 

Es wurden 45 g Peptonum siccum Witte in 900 cem 
Wasser gelost, filtriert und in 8 gleiche Portionen geteilt. Die 
eine diente zur Kontrollbestimmung, die zweite wurde mit 1 g 
Pankreaspulver, die dritte mit Leberauszug, wie in den Ver- 
suchen 5 und 6, versetzt und iiberall die Fliissigkeitsmengen 
mit Chloroformwasser ausgeglichen. Nach dreitiigiger Digestion 
69 Stunden) im Brutschrank ergab sich folgendes (s. Tab. IV). 
') Malfatti, Beitrag zur Kenntnis der peptischen Verdauung. 
Diese Zeitschr., Bd. XXXI, S. 43. 

?) Lawrow, Zur Kenntnis des Chemismus der peptischen und 
iryptischen Verdauung der Eiweifkérper. Diese Zeitschr., Bd. XXXII, S. 312. 
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Tabelle IV. 
Versuch VII. 


Albu- 


| 


| 
| Albu- | | 
| Leber- | mosenlis.| 0 | Albu- | 
| auszug | + Pankreas-! | mosenlis 
| | auszugz | pulver 
| | | | | 
Gesamt-N O28 | 21448 | | 2.0524 | 1.9964 
N des Ph.Wo.S.Filtr, | 0.2688 | 96 (2) | 1.1732 | 54.69) 1.2432 | 60.57) 0,056 | 2 


Andererseits ergab sich, dati auch bei der Pankreasver- 
dauung die Stickstoffmenge des Phosphorwolframsiiuretiltrats 
viel kleiner als die oben angefiihrten sein) kann, und zwar 
habe ich in emem Versuch, als ich die Wirkung des Pankreas- 
fermentes ber neutraler und alkalischer Reaktion verglich, das 
Resultat erhalten, dab die betreffende Stickstoffmenge nur 44° | 
des Gesamstickstoffs betragen kann (s. Tab. V). 


Tabelle V. 


Leberbrei Leberbrei 
+Pankreaspuly.| -Pankreaspuly.| “10 
in neutr, Reakt. in alkal. Reakt. | 
(resamt-N 1.0276 1.2376 
Cys 
44.54 


N des Ph.Wo.S.Filtr. 0,462 | 44.96 0.5488 


Dieser Versuch zeigt aber, dab, trotzdem die absoluten 
Stickstofizahlen ber der alkalischen Reaktion sind als 
bei neutraler, die Prozentmengen des durch Phosphorwolfram- 
siiure nicht fillbaren Stickstoffs beiden Fallen gleich sind. 

Was tiberhaupt diese Frage betrifft, so ich 
hier noch hervorheben, dab die angeltihrten Widersprtiche 
vielleicht durch die Versuchsanordnung bedingt sind. Teh habe. 
wie gesagt, zu meinen Versuchen WKalbsleber benutzt: obwol! 
die Leber nur Tage der Tierschlachtung angewandt 
wurde, es doch moeheh, dab bei verschiedenen Versuchen 
die Leber nicht gleich frisch war, das heift, die Zeit von dem 


= 
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Tode der Tiere bis zur Anwendung ihrer Leber an verschiedenen 
Tagen verschieden sein konnte. Deswegen ware es vielleicht 
nicht ohne Interesse, jihnliche Versuche auch an ganz frischen, 
eoeben den Tieren entnommenen Organen auszufiihren. 

Herrn Prof. E. Salkowski spreche ich fiir die gttige 
Anregung zu dieser Arbeit und Unterstiitzung bei derselben auch 
an dieser Stelle meinen verbindlichsten Dank aus. 


| 
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Uber die Schwankungen der Eiwei&stoffe der Kuhmilch 
im Verlaufe einer Laktation. 
Von 
A. Trunz, 


Assistent am landw. Institut der Universitit Hille a. S. 


(Der Redaktion zugegangen am 7, August 1903.) 


Die von Gustay Simon in’ Band NANI, Heft 5 und 6 
dieser Zeitschrift’ Angriff genommenen Untersuchungen der 
Kiweibkorper der Kuhmilch wihrend einer Laktation wurden 
von mir fortgesetzt und zum Abschlub gebracht. Die Ergebnisse 
der Untersuchungen sind in den beigefiigten Tabellen wieder- 
vegveben, 

Hiernach stand die Kuh Nr. 643 schon Oktober 
trocken, die Kuh Nv. 636 dagegen erst im Januar des folgenden 
Jahres. Die Kuh 643) erhielt’ als Kindermilchkuh das  gleiche 
Futter wie vorher, wiithrend bei der Kuh 636° mehrere Male 
mit der Fiitterung gewechselt wurde. 

Kin Vergleich der jetzt) vollstiindigen Laktationen  zeiz! 
her beiden Kiihen vollstindige Analogie, woraus wir berechtig! 
sind, zu schlieben, dab das bei der Milchabsonderung in Wirkung 
tretende physiologische Moment alle anderen beeinflussenden 
Ursachen zuriicktreten laibt. —- Milchmenge, spezifisches Gewicht, 
Trockensubstanzgehalt’ und Fettmenge zeigen) normalen 
Verlauf, d. h. die Milchmenge erreicht erst mehrere Wochen 
nach dem Kalben ihren hochsten Stand und fillt dann langsam 
und regelmibig bis zum Ende der Laktation: spezifische 
Gewicht dagegen, der Trockensubstanz- und Fettgehalt setzen 
— letzterer bet der Kuh 636) allerdings erst mit dem dritten 
Giemelk — hoch ein, sinken bis zum = dritten resp. vierten 
Monat stiindig, behalten von da ab mehrere Monate hindurcli 
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392 A. Trunz, 
annihernd den gleichen Stand und steigen dann bis zum Ende 
der Laktation gleichmibig an. 

Die stickstoffhaltige Substanz in ihrer Gesamtheit behiilt, 
wenn wir das Kolostrum von der Betrachtung ausschlefen, 
ber der Kuh 636 fast sieben Monate lang die gleiche Hohe 
von 3° o, nimmt dann langsam zu, und zwar im achten Monat 
um O.5°%o, Im neunten und zehnten um 1—11!/29/o und erreicht 
im letzten Monat der Periode mit 5.54°/o den Hohepunkt. Bet 
der Kuh 643 ist der Verlauf der analoge, nur ist der absolute 
Gehalt an Casein etwas hoher. Die ersten neun Monate hin- 
durch ist der Gehalt) mit 3,4—3,5°/0 ein ziemlich gleichmiibiger, 
~teigt im zehnten und elften Monat auf 4—+4,5°/o, zwolften 
und dreizehnten auf 5—6°/o, in der letzten Woche sogar auf 
6.29 

Der Extraktivstickstoff im Kolostrum am_ hochsten 
eeveniiber dem der iibrigen Milch, aber keime deutlichen 
Gesetzmibigkeiten seinen Schwankungen erkennen. 

Das Gesamteiweib schliebt sich in seinen Schwankungen 
eng denen der gesamten stickstoffhaltigen Substanz an. 

Interessant ist nun das Verhiiltnis von Casein zum 
Albumin (Cdobulin) im gesamten Eiweib. Um dieses Verhiiltnis 
festzustellen, teilte ich mit Ausschlub der Kolostrumperiode die 
Laktation unter Beriicksichtigung der Zeit und der Fiitterung 
In vier fast gleiche Abschnitte. Es stellte sich dann das Ver- 


hiiltnis von Albumin == 1 zum Casein wie folgt: 
Kuh 643: Kuh 636: 
Periode Albumin : Casein Albumin : Casein 
IV | 1 5,4 
Das Verhaltnis bleibt somit wiithrend der ganzen Periode 


anniihernd das gleiche und dementsprechend verlaufen auch 
die Sehwankungen der absoluten Mengen an Albumin— und 
Casein in gleicher Weise wie die des gesamten Eiweibes. Doch 
hesteht bei den beiden Kiihen in den Verhiiltniszahlen selber 


alt: 
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ein erheblicher Unterschied, 1: 3,0 gegeniiber 1: 5.2. Wodurech 
ist dieser Unterschied bedingt? Kuh 643 ist eine Original- 
friesenkuh, die Kuh 636 dagegen eine Zebu-Simmenthal-Dith- 
marscher Kreuzungskuh! Ist der Grund in der Rasse oder in 
der Individualitiit zu suchen ? 

Orientierende Versuche, die ich dariiber anstellte, ob 
zwischen den verschiedenen Rassen, besonders zwischen 
Niederungs- und Hohenvieh Unterschiede bestiinden, ftihrten zu 
keinem endgiiltigen HResultate, schienen aber darauf hinzu- 
weisen, dab die individuelle Beanlagung eine ebensogrofe Rolle 
zu spielen schien wie die Kasse. Es wies die Milch von je 
sieben Niederungskithen und Hohenkithen folgendes Verhiiltnis 
yon Albumin zu Casein auf: 


Niederungsvieh: 


Albumin : Casein 


Holliinder-Siiderdithmarscher | 
Friesen — | 1 2.9 
IT | 

48 

Angler 1 ; 
Wilstermarscher | 3.8 


Hoéhenvieh: 
Albumin : Casein 


Harzer 3.6 
Priittigauer I 3.6 
I] 2.9 

Schwyzer I 4.8 
II 1 
Simmenthaler i 
II 


Beim Niederungs- wie Hohenvieh finden sich sowohl Kiihe 
mit engem wie weitem Verhiiltnis: allerdings scheint das enge 
Verhiltnis etwas zugunsten des Niederungsviehes liegen. 
Ein so weites Verhiiltnis wie die zum Versuche benutzte 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXIX. 28 
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Kreuzungskuh 636 weist aber keine der HOhenkiihe auf. Jeden- 
falls macht die individuelle Veranlagung sich in. stirkerem 
Mafie geltend als die Rasse. Worin die Ursachen dieser be- 
sonderen Veranlagung zu suchen sind, ist vorliufig unmoéglich 
zuosagen. Ich personlich halte es nicht fiir ausgeschlossen, 
wenn ich auch den Beweis dafiir zu geben heute noch nicht 
in der Lage bin, dali innerhalb der Rasse die auf Milchleistung 
veziichteten Formen eine Mileh mit engerem Verhiiltnis von 
Albumin zu Casein geben, die auf Mast- und Arbeitsleistung 
eeziichteten dagegen Milch mit weiterem Verhiiltnis. — Umfang- 
reiche Versuche miiften Klarheit in dieser Frage bringen! 

Der praktische Wert, der uns heraus erwachst, besteht 
darin, dati wir je nach der Nutzung der Mileh auch eine dieser 
Nutzung moglichst geeignete Milch erzeugen. Kiithe mit relativ 
und absolut hohem Albumingehalt werden sich am besten zur 
Erzeugung von Whindermilch eignen, umgekehrt schlecht zur 
Kiisebereitung. Hier ist) vielmehr Milch mit) hohem = Casein- 
gehalt am Platze. Wo allerdings Kiise aus pasteurisierter 
Milch hergestellt werden, wie es jetzt schon vielfach geschieht, 
wird dieses Bedenken weniger Bedeutung haben, da das durch 
Erhitzen der Milch ausgefiillte Albumin bei der Labfillung vom 
Paracasein mit eingeschlossen wird. 

Kir die Beurteilung, ob eine Milch eine hohe Ausbeute 
an Kiise zu geben imstande ist, kommt nicht allein die Hohe 
des Cascingehaltes in’ Frage, sondern es sind noch andere 
Gesichtspunkte mit in Frage zu ziehen. Wie Hammarsten 
gezelgt hat, wird durch Lab nicht alles Casein in Fillung ge- 
bracht, sondern durch das Lab in zwei neue Korper gespalten. 
in das bei Gegenwart loslicher Kalksalze koagulierende Para- 
casein und das in’ Losung bleibende Molkenprotein, Diese 
Spaltung findet nicht in einem) bestimmten Verhiiltnis  statt, 
sondern nach den yon Hillmann?) dariiber ausgefiihrten Ver- 
suchen kann das Paracasein 78—87°o des Caseins betragen. 


') Zur Kenntnis der Wirkung des Labfermentes auf die Eiweil- 
stoffe der Milch. Mitt. des landw. Instit. der Universitit Leipzig, 1. Hett. 
1897, S. 113. 
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Schaffer!) konnte aber die Ausbeute durch Einleiten) von 
Kohlensiiure in die Milch steigern, ebenso Hillmann durch 
Zusatz von Chlorealcium: letzterer bis auf 97° 0 des Caseins. 
Welche Rasse, welches Individuum wird nun eine solche Milch 
geben, die auBer einem hohen Caseingehalt hohe Aciditét und 
hohen Gehalt an gelOsten Kalksalzen besitzt, um eine moglichst 
hohe Ausbeute an Paracasein zu geben?) Versuche in groberem 
Mabstabe an verschiedenen Rassen und Nutzungsformen wiirden 
nicht nur interessante wissenschaftliche, sondern auch wirt- 
schaftlich wertvolle Resultate bringen! 


‘, Uber das Casein und die Wirkung des Labfermentes. Landw. 


Jahrbiicher der Schweiz. 1887, Bd. 1. S. 53. 
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Untersuchungen Uber tierische Leimstoffe. 
I. Mitteilung. 


Uber Sehnenglutin. 
Von 


WI. S. Sadikoff aus St. Petersburg. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts in Berlin. 


Der Redaktion zugegangen am 10. August 1903. 


bei meinen Untersuchungen tiber Glutin des Knorpels, 
iber die ich in der folgenden Abhandlung berichten werde, ergab 
omir das bBediirfnis, eimige Eigenschaften dieses KoOrpers 
mit denen des typischen Bindegewebsleimes zu vergleichen. Die 
Handelsgvelatine eignete sich fiir diesen) Zweck nicht, da ja 
ihre Proventenz unkontrollierbar und ihr Herstellungsverfahren 
im einzelnen unbekannt ist. Die Darstellung eines Glutins aus 
bindegewebe erwies sich als notig. 

Vor einen Jahren hat van Name?) ein Glutin aus 
Sehnen gewonnen, indem er die eiweibartigen Belmengungen 
durch Verdanung mit Trypsin in Losung brachte und das zu- 
rickbleibende Collagen durch Kochen mit Wasser Glutin 
iibertiihrte. Ich habe dieses Verfahren auch benutzt, allerdings 
mit einer kleinen Anderung, auf die ich zuriickkommen werde. 
Herstellung eines weiteren Praparates bediente ich mich 
der Einwirkung der verdiinnten Kalilauge auf das Sehnengewebe. 
Von dieser wird, so weit man bis jetzt weil, das Collagen 
nicht angegriffen., wihrend sie auf alle anderen hier in Betracht 


') Journ. of exper. Medic.. Il, Nr. 1. 
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kommenden eiweifartigen Stoffe mit Ausnahme des Elastins 
lésend einwirkt. Das Elastin ist aber auch in heibem Wasser 
unlislich und kann infolgedessen bei der Ubertithrung des Colla- 
gens in Glutin durch Erhitzen mit Wasser abgetrennt werden. 
SchlieBlich wurde auf Grund yon Beobachtungen, die ich im 
Verlauf der Darstellung machte, noch ein drittes Verfahren 
versucht. 

l. Darstellung nach van Name. Rein’ priiparierte 
und in der Hackmaschine zerkleinerte Achillessehnen des Rindes 
wurden drei Tage mit mehrfach gewechseltem Wasser gewaschen 
(das Waschwasser gab mit Essigsiiure nur geringe Triibung und 
hatte nur wenig Substanz aufgenommen), mit 0.25°oige Soda- 
JOsung in reichlicher Menge tibergossen, und nach Zusatz einer 
klar filtrierten LOsung von Trypsin-Griibler und Chloroform 5 mal 
24 Stunden im brutschrank bei 58° gehalten. Die Masse, welche 
wiihrend dieser Zeit nicht im geringsten gequollen war, wurde 
abkohert, abgeprebt und zwei Monate lang ununterbrochen Tag 
und Nacht mit Leitungswasser ausgewaschen. Dureh Zusatz 
von Chloroform und Thymolstiickchen lief sich jede Spur von 
bakterieller Zersetzung auch wihrend der Sommerzeit) aus- 
schlieben. Da auch jetzt noch die durch Kochen einer Probe 
mit Wasser hergestellte Loésung ein in sie hineingelegtes Lack- 
muspapier nach einiger Zeit blau farbte, so wurde die Substanz 
noch so lange unter hiiufig wiederholtem Wasserwechsel und 
Auspressen mit Wasser in der Schiittelmaschine geschiittelt, 
bis die Wiederholung obiger Probe eine vollige Entfernung der 
Soda anzeigte. Das war erst nach mehrtigigem Schtitteln der 
Fall, Jetzt wurde das Collagen zur Uberfiithrung in Glutin mit 
Wasser gekocht, und zwar, da sich herausgestellt hatte, dab 
mehrstiindiges Erwaérmen auf dem Wasserbad nur wenig loste, 
in einem Rundkolben aus Jenaer Glas am Riickflubkiihler, Um 
eine Peptonisation zu vermeiden, wechselte ich das Wasser 
alle ein bis anderthalb Stunden. Beim Eindampfen der so ge- 
wonnenen vereinigten Losungen auf dem Wasserbad setzte 
sich allmiéhlich ein Bodensatz ab, welcher in heiBbem Wasser 
nur wenig loslich war: auf Zusatz von Spuren Ammoniak lOste 
er sich in heifem Wasser und zeigte Gelatinierung. Um diese 
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Abscheidung zu vermeiden, engte ich die Hauptmenge im Vacuum 
bei unter 40° ein, wobei die Bodensatzbildung ausblieb. Die 
konzentrierte Fliissigkeit wurde mit dem drei- bis vierfachen 
Volumen Alkohol gefiillt, die Abscheidung mit Alkohol ge- 
waschen und im Vacuum getrocknet. Dieses Priiparat libt 
sich durch Behandeln mit kaltem Wasser in einen in Wasser 
leicht lOslichen und einen in’ Wasser schwer l6slichen Teil 
trennen, Starkes Schiitteln empfiehlt sich fiir diese Trennung 
nicht, da dabei eine feinste Verteilung der suspendierten 
Teilchen eintritt, welche nicht einmal durch Zentrifugieren zu 
beseitigen ist.  Ieh habe deshalb das feine Pulver nur mit 
Wasser durchgeriihrt, die Mischung stehen gelassen, dekantiert, 
und die Behandlung mehrfach wiederholt, bis nur sehr wenig 
Substanz vom Wasser aufgenommen wurde. Die abgegossenen 
Fliissigkeiten wurden filtriert, und zwar unter Zusatz von 
Thymolstiickchen, da die Filtration nur sehr langsam vonstatten 
ging und Tage erforderte. Das Filtrat wurde nach dem Ein- 
engen im Vacuum mit Alkohol gefallt, die Fallung in Wasser 
gelost, die Loésung dialysiert und wieder mit Alkohol gefillt, 
der crhaltene Niederschlag mit Ather extrahiert (Try psin- 
Glutin By). Den in kaltem Wasser schwer loslichen Tei! wusch 
ich noch einige Zeit mit Wasser, loste ihn in wenig Wasser 
auf dem Wasserbade und fiillte die filtrierte LOsung mit Alkohol. 
Nach mehrmaliger Wiederholung von Losung Fallung 
wurde das Priiparat mit Ather extrahiert (Trypsin-Glutin A). 

Trypsin-Glutin A ist in kaltem Wasser schwer loslich, 
in warmem leicht mit neutraler Reaktion. Seine Losung gela- 
tiniert gut, auch schon bei Zimmertemperatur.  In_ kalter 
0.25°/oiger Kalilauge lOst es sich nach langerem Stehen: diese 
Losung gibt, mit Essigsiiure neutralisiert und aufgekocht, nach 
dem Ansiiuern eine Triibung: die nur mit Wasser hergestellte 
Losung bleibt’ beim Kochen und Ansiiuern vollkommen klar. 


') Diese wiederholte Behandlung mit Alkohol wurde vorgenommen, 
da sich ergab, daf in Alkohol eine kleine Menge von Substanz geldst 
blieb, welche nach Verdunsten des Alkohols im Vacuum sich in Wasser 
auch bei lingerem Kochen als unldslich erwies. 
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Trvpsin-Glutin B ist in kaltem Wasser leicht lOslich 
mit neutraler Reaktion. Die Losung zeigt ein sehr schwaches 
Gelatinierungsvermogen, nur ganz gesattigte Losungen geben 
erst beim Abkiihlen auf 0° eine schwache Gallerte, welche schon 
bei Zimmertemperatur wieder verschwindet. 

Zur Analyse wurden die Priiparate, welche etwas hygro- 
skopisch sind, bei 110° bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 
Die Kohlenwasserstoffbestimmungen geschahen im ge- 
schlossenen Rohr mit Kupferoxyd und vorgelegter Kupferspirale. 
Die Stickstoffbestimmungen wurden nach Kjeldahl 
und Dumas ausgefiihrt. Bei den Kjeldahl-Bestimmungen 
benutzte ich auf 20 konzentrierte Schwetelsiiure 1g CuSO, 
und 10 g und lief zwei Stunden kochen. Fir die 
Dumas-Bestimmunege bediente ich mich eines Kohlensiure- 
entwicklers, welcher aus einer doppelttubulierten Wulffschen 
Flasche besteht. In die eine Offnung ist ein Scheidetrichter 
mit QuecksilberverschluB eingekittet, in die andere ein Rohr, 
welches zu einer Waschflasche fiihrt. Die Wulffsche Flasche 
enthiilt auf die Hilfte verdiinnte konzentrierte Salzsiiure, der 
Scheidetrichter 40°/oige Kalumearbonatlosung. Alle Ver- 
<chliisse werden mit einer geschmolzenen Mischung von zwei 
Teilen Wachs und ein Teil Vaselin gedichtet. Labt man nach 
scharfem Evacuieren die Kohlensiureentwicklung beginnen, so 
ist nach wenigen Minuten der Apparat absolut luftfrei, und man 
kann ihn fiir mehrere Analysen benutzen. Schwefelbe- 
stimmungen habe ich nach Liebig und Asboth ausge- 
fiilhrt. Die Asbéthsche Methode habe ich ein wenig modifiziert: 
himmt man, wie angegeben, auf 1 g zu veraschender Substanz 
10g Soda und 5g Natriumperoxyd, so bekommt man trotz lingeren 
Erhitzens tiber der Spiritusflamme keine Schmelze: bei Benutzung 
eines innigen Gemisches von 7,5 g¢ Natriumperoxyd und 5 g Soda 
wird dagegen leicht eine Schmelze erhalten, und nach kurzem 
Erhitzen finden sich keine Kohlenreste mehr). 


1) Einen Geruch nach Schwefelwasserstoff beim Ubersittigen der 
alkalischen Liésung mit Salzsiiure habe ich niemals wahrgenommen. 
Schuiz, Die Gréfe des Eiweifmolekiils, S. 15. 
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Trypsin-Glutin A. 
Asche 0,21 °/o 


Kohlenwasserstoff: 


1. g Substanz') geben 0.3567 CO, und 0.1128 g H,O 
2. O,LSOL » > 0.3350 » » O1140> >» 
Stickstoff nach Kjeldahl: 
1. O.2081 erfordern 26,9 ccm 10 H,SO, 
2. 0.2078 » > 26,7)» > 
3. O.2002 » > 25.69 » > > 
4. 0.2079 » 26,835 » » 
Stickstoff nach Dumas: 
1. 0.1707 g geben 28,1 com N bei 23° und 753 mm Hg 
2. O1542 >  » 248 » » » 20,59 >» T64 » 
Schwefel nach Liebig: 
1. 1.3591 geben 00355 ¢ BaSO, 
Schwefel nach Asboth: 
1. 0.9315 ¢ geben 0.0250 g BaSO, 
13069 » » 0.0309 » > 
- 
1 | 2 3 i 
| 
| | 
C 0,96 50.7 | | 
H 6.61 7,08 | 
NiKjeldahl) 18,10 18.02 | 1792 | 18,08 
N (Dumas) 18.46 18.47 — | — 
S (Liebig) 0,488 | | 
S(Asboth) 0.502 0442 | | 
Trypsin-Glutin B. 
Asche = 0,44%o. 


Kohlenwasserstoft: 
1. 0.1429 ¢ geben 0.268 g CO, und 0,09 g H,O 
O.L-456 » 0.272 0.092 » 


» ala » » » >» 


Stickstoff nach Kjeldahl: 


1. O,1943 ¢g 


O.1935 > 
3. 0.1942 » 
4. » 


1, Die Angaben 


erfordern 


» 


25,3 ccm 2/10 H,SO, 


95,2 » » » 
95.15 > > 

94.99 » > > 


gelten in allen Fallen fiir aschefreie Substanz. 
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Stickstoff nach Dumas: 
1. 0.1329 g geben 21,9 ccm N bei 24’ und 761 mm Hg 
2. 0.1225» >» 196 » » » 195° » 761 
Schwefel nach Liebig: 
1. 1,0613 g geben 0.0304 ¢ 
2. 0.9453 » 0.0240 » 
Schwefel nach Asboth: 
1. O.S8d1 g geben 0.0244 ¢ Basd, 


2. 1.0012 g 0.02835 » » 

| 1 2 5 + 
51,2 5100 
H 7.05 7,07 | 
N (Kjeldahl) 18.23 18.23 18,13 18.03 
N Dumas) 18.38 
(Liebig) 0.930 0,475 | 
S (Asboth) 0,528 — 


2. Darstellung mit Hilfe von Kalilauge.  Achilles- 
sehnen vom Rinde wurden sorgfiiltig priipariert, mit der Hack- 
maschine zerkleinert und in eine iiberschiissige Menge von 
0.25 oiger Kalilauge gebracht. Die Sehnen quellen dabei all- 
mihlich auBberordentlich stark auf, werden schleimig-faden- 
ziehend, durchsichtig und nehmen eine leicht gelbliche Farbe 
an. Wegen der schleimigen Beschaffenheit war ein Wechsel 
der Extraktionsfliissigkeit sehr schwierig. Ich habe mir in der 
Weise geholfen, dafi ich die Masse auf dem Koliertuch iit 
einem Hornspatel in schnelle rotierende Bewegung brachte, dabei 
ballte die Masse etwas zusammen und die alkalische Fliissigkeit 
lie} sich zum Teil abtrennen. Der Riickstand wurde in neue 
0,25°/oige Kalilauge eingetragen und so unter tiglichem Wechsel 
der Kalilauge zwei Wochen fortgefahren. Die Masse nahm eine 
immer schleimigere Beschaffenheit an und die Abtrennung der 
Fliissigkeit machte immer grOBere Schwierigkeit. Es gingen 
bei dieser Behandlung ein oder mehrere Stoffe in Losung, 
welche sich mit Essigsiiure im Uberschu® ausfiillen” lieBen. 
Nach 14 Tagen wurde die Behandlung mit neuer Kalilauge 
unterbrochen, obgleich das Filtrat mit Essigsiiure noch immer 


? 
| 
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eine geringe Fiillung gab. Trotzdem ist die Extraktion aller 
alkalil6sichen Substanzen mit bBestimmtheit anzunehmen, da 
die jetzt folgende Verdriingung der Kalilauge mit Wasser so 
langsam vor sich ging, dab die Reaktion der Masse und der 
sie umgebenden und in sie eingeschlossenen Fliissigkeit noch 
durch Monate eine alkalische war. Das Auswaschen geschah 
zuerst unter tiglchem Wasserwechsel, dann drei Monate in 
stromendem Leitungswasser und schlieblich 2 Monate mit taéglich 
gewechseltem destillierten’ Wasser. Zur Vermeidung von bak- 
terieller Zersetzung wurde auch hier Chloroform und Thymol 
in erbsengroben Stiickchen hinzugefiigt. Nach langem Aus- 
waschen beginnt die Masse zu schrumpfen, wird kompakt, un- 
durchsichtig, besser kolierbar und nimmet allmiéhlich eine graue 
Farbe an. Auch fiinfmonatlicher Behandlung war das 
Alkali noch nicht ganz verdriingt: zwar fiirbte sich ein an die 
Substanz angelegtes, rotes Lackmuspapier nicht mehr bliiulich, 
aber die durch WKochen) einer Probe mit Wasser hergestellte 
Losung reagierte noch alkalisch. Erst nachdem drei Wochen 
hindurch stundenlang mit hiufig gewechseltem Wasser 
stark geschiittelt war, lieB sich die vollkommene Entfernung 
des Alkali feststellen. Das so erhaltene Priiparat lOste sich 
auf dem Wasserbade ziemlich leicht in Wasser: nach zwei- 
stiindigem Erwiirmen war fast alles gelést. Die filtrierte 
Kliissigkeit wurde mit Alkohol gefillt, der Niederschlag mit 
absolutem Alkohol gewaschen, im Vacuum iiber Schwefelsiiure 
vetrocknet, pulverisiert und mit Ather  extrahiert’ (Kali- 
Glutin A). Ein zweites Priiparat (Kali-Glutin B) stellte ich in 
derselben Weise dar, nur wurde hier, in der Meinung, die 
letzten Reste des Alkali vielleicht besser als Salz entfernen zu 
konnen, cine Behandlung mit 0,2°/oiger Essigsiiure eingeschoben : 
indessen zeigte diese Modifikation wenig Vorteil, da die Ent- 
fernung der tberschiissigen Essigsiiure und des Kaliumacetats 
nicht weniger Zeit erforderte. Nur insofern empfiehlt sie sich 
vielleicht, als die Masse auf Zusatz von Essigsiure etwas 
schrumpft und sich bequemer kolieren libt. 

Kali-Glutin A ist in kaltem Wasser schwer Jdslich, in 
heibem leicht: die LoOsungen gelatinieren gut. 


Be 
: 
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Kali-Glutin B ist schon in kaltem Wasser leicht lislich 


und seine Losungen gelatinieren gleichfalls gut. 


Kali-Glutin A, 
Asche = 0,2°%o. 
Kohlenwasserstoff: 
1. 0.3593 ¢ geben 0,6655 g CO, und 0.2054 g¢ H,O 
2. 02117 > » >» 0.1233 
3. O.2075 » O.3855 >» » 


~tickstoff nach Kjeldahl: 
O4475 g erfordern 19.15 ecem H,SO, 
2. 01512 » 19.6 
stickstoff nach Dumas: 
1. O1497 g geben 24,1 ccm N bei 17° und 758 mm Hg 


| 1 9 | 3 
50.57 50.61 | 50.72 
H | 6.40 6.52 | 6.76 
N (Kjeldahl) | 18,2 18.29 | 
N (Dumas) | 18.65 | 


Kali-Glutin B. 
Asche = 0,814 °/o. 
Stickstoff nach Kjeldahl: 
1. 0.2142 erfordern 28 cem "10 H,SO, 


2. 0.2063 » > 27.2 » > 
3. 0.2105 » > 27,09 » > 
4. 0.2108 » 27,65 » 


stickstoff nach Dumas: 

1. 01276 g geben 21 ccm N bei 18° und 753.5 mm Hg 
Schwefel nach Liebig: 

1. 15111 g geben 0.0250 
1.9127 >» » 0.0366 » 
3. 1.0818 » > O.G205 » > 
4. 11569 » » 00210 >») » 


BaSO, 


to 


~chwefel nach Asboth: 
1. 1.3713 geben 0.0287 BaSO, 


2. 1,3437 >» » 0,0279 > > 
3. 1.3593 » » 0,0290 » 
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|g 
N Kjeldahl} | 18.30 18.46 18,32 | 18.36 
N (Dumas) 18.85 ss 
S (Liebig) | 0,309 0,357 0,354 0,339 
S (Asboth) 0.391 0.390 0,399 


3. Drittes Verfahren. Wiihrend die frischen, gereinigten 
und zerkleinerten Sehnen 0.25°/oiger Sodaldsung nicht 
quellen!; und auch bei zweimonatlichem Liegen bet 50° nicht 
veriindert werden und ihre weilbe Farbe behalten, verhalten 
sich die vorher mit) 0,25°/oiger Kalilauge behandelten und 


dann durch Auswaschen mit Wasser von Alkali befreiten ganz 
anders, Sie quellen jetzt in 0,25°/oiger Sodalésung und gehen 
hei Korpertemperatur allmihlich in Loésung. Nach 3 Wochen 
war fast vollige Losung eingetreten. Filtriert man jetzt ab, 
neutralisiert das Filtrat mit Essigsiiure, engt ein, dialysiert und 
fillt mit Alkohol, so erhilt) man eine Substanz, die sich in 
kaltem Wasser leicht lést und deren Lésung gelatiniert. Hat 
man zu der Sodalésung noch Trypsin hinzugefiigt, so erhalt man 
nicht mehr gelatinierende Substanz, jedenfalls eine Albumose. 
Durch die Einwirkung der Kalilauge ist also das Collagen so 
veriindert, dab es nun schon durch Sodalésung bei Korper- 
temperatur allmihlich in gelatinierenden Leim tibergeftihrt wird. 
Aus Mangel an Material habe ich von diesem Priparat (Kali- 
Soda-Glutin) nur zwei Kohlenwasserstoffbestimmungen aus- 
fiihren konnen. 


Kali-Soda-Glutin. 
Asche = 0,6%o. 
Kohlenwasserstoff: 
1. 0.2208 ¢ geben 0.4125 g CO, und 0.1315 g H,O 


2 01752» » €O3976> » » 0106 
3. 02178 » » O407 >» » >» 0133 » » 
1 2 3 
| 51,00 51,05 51,02 
H | 6.66 6.77 6,83 


'; Kine Quellung findet auch nicht statt in 0,2°oigem Ammoniak 
und in Kalkwasser. 
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Durchschnittliche Zusammensetzung der von mir und von 
van Name hergestellten Praparate. 


Kali- Trypsin 
Soda- Giutin 
Glutin (yan Name 


Trypsin- Trypsin. Kali- Kali- 
Glutin A.) Glutin Glutin Glutin B 


50,87 =| 31.10 390.63 | — d0.06 

H 685 | 7,06 6.56 6.75 | 6.56 
N (Kjeldahl | 1803 | 18,16 18.25 18.38 - | 17.86 
N (Dumas) 18.47 18.39 18.65 | 18.85 | 

S (Liebig) 0,488 | 0,505 | -~ | 0340 — | 0277 
s (Asboth) 0826 | 0.393 | 


Besprechung der analytischen Ergebnisse. Soweit 
das vorliegende Analysenmaterial Schliisse zu ziehen gestattet, 
zeigen die von mir nach verschiedenen Darstellungsmethoden 
sewonnenen Glutinpraparate eine tibereinstimmende Zusammen- 
setzung, nur der Unterschied im Schwefelgehalt ist ber einzelnen 
Praparaten grober, als man ihn durch unvermeidliche 
analytische Fehler koénnte. Ich komme auf diesen 
Punkt zuriick. Die gréBere oder geringere Loslichkeit der 
einzelnen Substanzen in Wasser, ihr groéberes oder geringeres 
Gelatinerungsvermogen kommen in der Zusammensetzung nicht 
zum Ausdruck. Es sind offenbar sehr geringe iiuBbere Eineriffe, 
welche derartige Verdinderungen in dem physikalischen Verhalten 
hervorrufen k6nnen. So hatte die kurzdauernde Behandlung des 
Collagens mit ganz verdiinnter Essigsiiure, welche alsbald wieder 
entfernt wurde, geniigt, um dem aus diesem Collagen gewonnenen 
Glutin die Eigenschaften der Loslichkeit in kaltem Wasser zu 
geben (Kali-Glutin B), withrend ein Collagen, welches nicht 
mit Essigsiiure in Berithrung gekommen, im iibrigen aber ganz 
eleich behandelt war, kaltem Wasser unlosliches  Glutin 
lieferte (Kali-Glutin Aj. Auch konnte ich feststellen, dah 
das in kaltem Wasser unlésliche Glutin in ein kaltem 
Wasser lésliches iibergefiihrt wurde, wenn man es aus seiner 
Wisserigen Losung, der Salzsiiure bis 0,2°/0 zugefiigt war, mil 
Alkohol fillte. Die Zusammensetzung schien hierbei nicht ge- 
indert zu sein, wenigstens waren die Kohlenwasserstoffwerte 
dieselben geblieben : 
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Asche == 0,56° 0 
Kohlenwasserstoff: 
01936 ¢ geben 0.3604 CO, und 01175 g H,O 


© 
2. 01945 » OB62 » » » ©0,1172 » 
1 | 2 
| 50,82 DOS 
H | 6.79 6,74 


Auch schon beim lingeren Stehen unter Wasser wird das 
in kaltem Wasser unlosliche Glutin allmiihlich in kaltem Wasser 
loshich. Ich beobachtete, dab das fein gepulverte Kali-Glutin A 
nach wochenlangem Stehen in Wasser (unter Thymolzusatz) in 
eine am Boden legende syrupose Masse tibergefiihrt war, welche 
jetzt beim Schiitteln sofort in Lésung ging. Die eingeengte 
Losung gelatinierte. Das aus dieser Losung durch Alkohol ge- 
fiillte Glutin zeigte sich ebenfalls in) kaltem Wasser. lOslich. 
durch die Alkoholbehandlung wird die Loéslichkeit nicht ge- 
iindert. Die A-Modifikation war also in’ die B-Modifikation 
(Kali-Glutin tibergegangen. Erwiirmt man dieses Glutin 
6 Stunden auf 135° im Nylolbad, so wird es wieder in kaltem 
Wasser unldslich, ist aber in heibem Wasser ldslich. 
Unlostichkeit in heibem Wasser wird nur nach viel liingerem 
Krhitzen auf 135° erreicht. Kali-Glutin A wird schon bei fiintf- 
stiindigem Erhitzen auf 135° in heibem Wasser unldslich. Diese 
Beobachtungen deuten darauf hin, die Umwandlung der 
A-Modifikation in die B-Modifikation in einer Wasseraufnahme 
beruht. In diesem Zusammenhange mag noch erwiihnt werden, 
dali das eben besprochene, durch Salzsiiureeinwirkung in kaltem 
Wasser loslich gewordene Glutin nach siebenstiindigem Erhitzen 
auf 135° in kaltem Wasser unléslich, aber erst nach sechzig- 
stiindigem Erhitzen in heibem Wasser unléslich wurde, wiihrend 
das oben besprochene Kali-Soda-Glutin auch nach 60 Stunden 
seine Loslichkeit in kaltem Wasser behalten hatte. 

Withrend nun, wie gesagt, meine Priiparate bis auf den 
Schwetelgehalt in ihrer Zusammensetzung miteinander iiberein- 
stimmen, weichen sie von den von van Name dargestellten ab. 
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yan Name fand, wie aus obiger Zusammenstellung ersichtlich, 
weniger Kohlenstoff, Stickstoff und Schwefel. Diese Ditferenz 
mul auffallend erscheinen, da ich ber der Herstellung des 
Trypsin-Glutins im allgemeinen nach den Angaben von van Name 
yerfahren bin. Die einzige Abweichung, welche ich muir ge- 
stattete, weil ich sie fiir eine Verbesserung der Methode hielt, 
hestand darin, dab ich die vollstiindige Entlernung der Soda 
bewirkte. wihrend van Name dies unterlassen hat. Die Folge 
davon war, da’ bei der Darstellung von van Name der Prozel 
der Umwandlung des Collagens in Glutin und das Eindampfen 
der Glutinldsung auf dem Wasserbad bet alkalischer Reaktion 
vor sich ging. Es wire nun wohl moglich, dab der Grund fir 
die abweichende Zusammensetzung in der Einwirkung der Soda 
in der Hitze auf das Collagen bel van Name zu suchen ist. 
scheint mir diese Erkliirung um so niiher legend, als von 
meinen Priiparaten dasjenige, bei dessen Darstellung fixes Alkali 
lange Zeit aut das Collagen eingewirkt hatte, einen niedriveren 
Kohlenstoff] und Schwelelgehalt aufwies, als das, welches mit 
Hilfe des Trypsinverfahrens gewonnen war. Danach wiirde die 
Trypsinmethode die indifferenteste sein: die Atzalkalibehandlung 
wiirde schon eine gewisse Veriinderung hervorrufen, und diese 
wiirde eine noch. stiirkere sein, wenn ein an und fiir sich 
schwiicheres Alkali (Soda) der Hitze  einwirkt, wie bei 
van Name. Die Einwirkung des Alkali auf das Collagen ist 
nicht zu bezweifeln, sie geht auf das deutlichste aus der oben 
mitgeteilten Beobachtung hervor, daf mit Alkali behandelte und 
darauf vollig ausgewaschene Sehnen sich in sechwacher Soda- 
losung auflOsen, wiithrend frische Sehnen dies nicht tun. 

Die Abweichungen zwischen den von van Name und 
mir dargestellten Priiparaten beziehen sich nicht nur auf die 
Zusammensetzung, sondern auch auf die Loslichkeit und Gela- 
linierbarkeit. Mein nach van Name dargestelltes Priiparat lieb 
sich in einen in kaltem Wasser lOslichen und einen in kaltem 
Wasser schwer lostichen Teil trennen, von denen letzterer ein 
starkes Gelatinierungsvermoégen zeigte. van Name bezeichnet 
seine Priiparate als ziemlich bemerkenswert (rather noticeably) 
loslich in kaltem Wasser: die LOsungen reagierten alkalisch, wenn 
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auch nur sehr schwach, und 2°/oige zeigten nur eine « Tendenz» 
zum Gelatinieren. Dieses verschiedene Verhalten diirfte auf den 
ceringen Gehalt der Priparate von van Name an Alkali zuriick- 
zufiihren sein und nicht, wie van Name auf Grund einer 
Angabe von Nasse!) meint, auf die grofere Reinheit, speziell 
auf den geringen Aschegehalt. Die Ansicht von Nasse, daf 
das Gelatinierungsvermogen mit dem abnehmenden Aschegehalt 
abnimmt, ist schon von C. Th. Morner?) widerlegt worden, 

Ob mein Erklirungsversuch fiir die in Bezug auf Zusammen- 
setzung und Eigenschaften beobachteten Unterschiede das Richtize 
trifft, dariiber miissen weitere Untersuchungen entseheiden. Es 
ist das fiir die Auffassung der Zusammensetzung des Glutins 
natiirlich von prinzipieller: Bedeutung.  Ubrigens mochte ich 
hier die Vermutung aussprechen, dab die bisher dargestellten 
Giutine vielleicht alle keine einheitlichen Korper sind und dab 
es sich lier moglicherweise nicht so sehr um die Frage handelt, 
ob mehr oder weniger rein, ais vielmehr um = die, ob das 
nicht als ein Gemenge verschiedener Stoffe aufzufassen 
ist. Eimige Beobachtungen, welche ich gemacht habe und 
weiter verfolgen werde, scheinen mir fiir die Richtigkeit dieser 
Autfassung zu sprechen, 


Anhangsweise teile ich noch einige Analysen bester fran- 
zosischer Gelatine, die nach den Angaben von C. Th. Morner®) 
mit Hilfe von 0.25° oiger Kalilauge gereinigt und durch Aus- 
waschen Wasser von Alkali vollkommen befreit war, mit. 
Morner hatte nur den Schwetelgehalt eines auf diese Weise 
cereinigten Priiparates bestimmt. Zu dieser Untersuchung wurde 
ich dadurch veranlabt, dab die von mir fiir das Sehnenglutin 
cefundenen Werte von den Werten, die in der Literatur. fiir 
die mehr oder weniger gereinigte Handelsgelatine angegeben 
sind, abweichen. 


Malys Jahresbericht 1889, S. 32. 
2) Diese Zeitschr., 28, 505. 1899. 
ya. a. Q., 473. 
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Asche = 1,54 °/o. 
Kohlenwasserstoff: 
1. 0,2169 g geben 04082 g CO, und 0.1375 g H,O 
2. 0.2006 >» » O3791 » » >» 01257 » » 
Stickstoff nach Kjeldahl: 
1. 0,2042 erfordern 25,6 ecm M10 H,SO, 
0.2097 » > 26.15 » > > 
3. 0.2063 » > 25.63 » 
Stickstoff nach Dumas: 


1. O1401 ¢g geben 22,1 com N bei 19° und 766 mm He 


2. 0.2006 » » 31,7 >» » » 21° » » 
3. 0.1233 » > 955 > » » » 
Schwefel nach Liebig: 
1. 1,694L g geben 0.0417 Ba,SO, 
2: 1.2987 >» » 0.0322 » » 
schwefel nach Asboth: 
1. 1.1565 g geben 0.0260 Ba,SO, 
2. 1.7615 » » O0,0371 » 
| | 2 | Mittel 
5134 | 5855 5145 
H 7.10 | 7,06 | -- 7,08 
N (Kjeldahl 17,55 | 17,41 | = :17,47') 
(Dumas) 18,36 18.08 | 
S \Liebig) 0460 0463 | 0462 
S (Asboth) 0.420 | O.394 — | 0.407 


In der folgenden Tabelle stelle ich obige Mittelwerte 
zusammen mit den von mir fiir Sehnenglutin gefundenen Zahlen 
und einigen Analysen anderer Autoren, die sich auf gereinigte 
Handelsgelatine beziehen. 


‘) Auf die auffallende Differenz zwischen den nach Kjeldahl und 
Numas gefundenen Werten gehe ich in der nichsten Abhandlung ein, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXIX. 29 
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Durchschnittliche Zusammensetzung verschiedener Gelatinen. 


Gelatine Gelatine | Gelatine | Gelatine | Sehnenglutin 
(Faust?) (Paal)?) \(Mérner)3) (Sadik off)| (Sadikoff) 
0,42 °),Asche | fast aschefr. 0,17°/, Asche, aschefrei aschefrei 
j | | 
49.09 50,09 5145 | 50,90 
H 6,76 | 7.08 | 6,80 
N (Kjeldahl) | f 1747 =182 
N (Dumas) \ | 18,12 | — 18,18 18,59 
S (Liebig) O48 0,2 0.462 0,34—0.5 
S (Asboéth) — 0407  0,89—0,53 


Ks ist eine angenehme Pflicht fiir mich, dem Professor 
Thierfelder fiir Anregung, Unterstiitzung und lebhaftes Interesse 
wiahrend meiner Arbeit meinen herzlichen Dank auszusprechen. 


') Arch. f. exper. Path. und Pharin., 41, 309 (1898), 

2) Ber. d. d. chem. Ges., 25, 1202 (1892). 

3) a. a. QO. 

*) Es fehlt eine Angabe dariiber, ob die Analyse nach Dumas 
oder nach Kjeldahl ausgefiihrt ist. 
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Untersuchungen tiber tierische Leimstoffe. 
Il. Mitteilung. 


Uber Knorpelglutine (Gluteine). 
Von 
WI. S. Sadikoff aus St. Petersbure. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts zu Berlin ) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. August 1903.) 


Glutin aus Knorpel wurde von C. Th. Mérner!) darge- 
stellt. Er benutzte zwei verschiedene Methoden. 1. Fein zer- 
kleinerter Trachealknorpel erwachsener Kinder wird durch 
Digestion mit 2/100°/oiger Kalilauge bei 40° priiformierter 
Chondroitinschwefelsiiure und darauf mit 0.20 bis 0,5°  oiger 
Salzsiiure bei derselben Temperatur behandelt. Dabei geht im 
Verlauf von einigen Tagen ein grofer Teil des Collagens in 
Losung, wiihrend Chondromukoid und Albumoid zuriickbleiben. 
Aus der Digestionsfliissigkeit scheidet sich das Glutin” bei 
Siittigung mit Natriumsulfat als flockige Fiillung aus, deren Losung 
in wenig Wasser mittels Dialyse gegen lauwarmes Wasser von 
Salz und Siure befreit wird. 2. Das gleiche Material wird 
durch Digestion mit tiglich gewechselter 0.2) bis 0,5 °oiger 
Kalilauge von Chondromukoid und Chondroitinschwefelsiiure 
vollig befreit, mit Wasser bis zur vollkommenen Entfernung 
der Kalilauge ausgewaschen und dann im Papinschen Topf bei 
110° mit Wasser erhitzt. Dabei bleiben Albumoid und Knorpel- 
zellen ungelost, wihrend Collagen als Glutin in Losung geht. 

Die nach beiden Verfahren erhaltenen Losungen  gela- 
tinierten und gaben alle Reaktionen des Glutins. Die aus den 
Losungen isolierten Glutine enthielten 16,14°/o0 Stickstoff als 


‘) Skand. Arch. f. Physiol., 1, 252 (1889). 
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Durchschnitt mehrerer gut tibereinstimmender Analysen ver- 
schiedener Praparate. Nach dem Kochen mit verdiinnter Salz- 
siiure reduzierten sie in geringem Grade Fehlingsche Losung. 
Morner spricht sich nicht dariiber aus, ob er diese Reduktion 
auf eine Verunreinigung mit Chondroitinschwefelsiiure oder 
Chondromukoid bezieht, oder dem Glutin selbst zuschreibt. 
Weitere Angaben iiber dieses Trachealknorpelglutin hat MOrner 
nicht gemacht. 

Auf Veranlassung von Prof. Thierfelder habe ich die 
Untersuchung tiber Knorpelleim aufgenommen. Als Material 
diente mir der hyaline Knorpel der Nasenscheidewand des 
Schweines und der Trachea des Rindes, sowie der elastische 
Knorpel der Ohrmuschel des Schweines. 

Darstellung. Dieselbe geschah nach der zweiten der 
von Morner angegebenen Methoden, nachdem mir die erste 
nur eine geringe Ausbeute gegeben hatte. Auf die Priparation 
wurde die grote Sorgfalt verwendet, auch das Perichondrium 
vollig entfernt und nur reines Knorpelgewebe in Arbeit ge- 
nommen. Die Kalilauge (0,25°%/o) lieB ich in der Regel fiinf 
Tage lang unter tiglichem Wechsel einwirken. In einem Fall (Pra- 
parat | des Nasenscheidewandknorpels) wurde die Behandlung mit 
Kalilauge 3 Monate lang fortgesetzt und die Konzentration zuletat 
bis auf 1° 9 gebracht: dabei lieB sich eine geringe Ammoniak- 
entwicklung nachweisen. Die vollige Entfernung der Kalilauge 
durch Wasser, welche bei Gegenwart von Antisepticis (siehe 
dartiber Seite 3897) geschah, erforderte sehr viel Zeit; sie ist 
durchaus notig, da, wie auch Morner angibt, schon Spuren 
von zuriickgebliebenem Alkali beim nachtriiglichen Kochen 
Albuminoid in Loésung bringen. Ich hérte mit dem Auswaschen 
erst auf, wenn sich gezeigt hatte, daB eine kleine Probe, in 
heibem Wasser gelost, ein Lackmuspapier auch nach langerer 
Kinwirkung nicht mehr firbte. Bei dem Obrknorpel machte 
das Auswaschen des Alkali besondere Schwierigkeit, es gelang 
hier erst bei mehrwoéchigem starken Schiitteln des Gewebes 
mit haufig gewechseltem Wasser in der Schiittelmaschine. Die von 
jeder Spur Alkali befreiten Gewebsriickstiinde wurden mit Wasser 
erhitzt, um das Collagen in Glutin tiberzufiihren. Beim Nasen- 
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und Trachealknorpel geniigt ftir diesen Zweck Erwirmen auf 
dem Wasserbad, schon nach einer Stunde war der grobte Teil in 
Losung gegangen. Der durch Seide abkolierte Riickstand wurde mit 
neuem Wasser erwarmt. Ein Erhitzen im Papinschen Topf, wie 
es MOrner anwandle, war nicht notig. Der Ohrknorpel verhielt 
sich anders: hier muBte bei 110° erhitzt werden, um das Collagen 
in LOsung zu bringen. Der Riickstand stellte eine graue elastische 
Masse dar, welche auBer den anderen in Wasser unloslichen Stoffen 
das Elastin enthielt. Die filtrierten L6sungen wurden nicht 
eingeengt, sondern direkt mit Alkohol gefillt, die Niederschliige 
mit Alkohol gewaschen, im Vacuum getrocknet, gepulvert und 
mit Ather extrahiert (wobei nur sehr wenig in Lésung ging). 
Sie stellen schéne weibe, etwas hygroskopische lockere Pulver 
dar, in kaltem Wasser unloslich, in heibem Wasser leicht los- 
lich. Die Losungen gelatinieren beim Erkalten. Die Reaktionen 
sind die des Glutins; die Millonsche Reaktion ist deutlich 
ausgepriigt, besonders bei Ohrknorpelglutin. 

Wegen einiger charakteristischen, spiiter zu erwiihnenden 
Reaktionen, welche alle diese Praparate von dem Bindegewebs- 
glutin unterscheiden, schlage ich fiir die Knorpelglutine den 
Namen Gluteine vor. 

Zur Analyse kamen drei verschiedene Praparate von 
Nasenglutein, zwei Priaparate von Ohrglutein und ein Priiparat 
von Trachealglutein, doch wurden von letzteren beiden nur 
Schwefel-, bezw. Stickstoff- und Schwefelbestimmungen aus- 
gefiihrt. Das Trocknen geschah bei 110°. Wegen der benutzten 
analytischen Methoden siehe die vorstehende Arbeit (S. 399). 


Analysen. 


Nasenglutein 
Asche = 1,61 fo. 
Kohlenwasserstoff: 
1. 01995 g"') geben 0.3660 CO, und 0,1285 g H,0 
2. 0,2098 » » O.3860 » » > >» 


') Die Substanzmengen sind stets aschefrei berechnet. 
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Stickstoff nach Kjeldahl: 


1. 0.2055 erfordern 23,65 ccm ®/10 H,SO, 
2. 0.1997 » > 22.8 > » > 
3. 0.2035 » > 23.69 » > 
4. 0.2113 » 24.35 » > > 


Stickstoff nach Dumas: 


1. 0.1365 ¢ geben 21.3 com N bei 20° und 756 mm He 
2. 01472 > » 228 » » » 198 77 > 
3. 0.1298 > » 204 » » » 189 » 747 » 
4. » » 241 >» » » 19,59 » 752 » 


Schwefel nach Liebig: 
O.9695 g geben 0.0278 g BasSO, 
2. 0.7501 >» Q00210>»  » 


= 


Schwefel nach Asboth: 
I. 1.1313 ¢ geben 0,0305 ¢ BaSO, 
0.9249 » > 0.0270 » 


3. O.7671 » » 0.0216 » 


1 | 2 | 3 | 4 Mittel 
50,20 | 5023 | — | — | 5092 
H 7.21 | 7,04 — |; 712 
N (Kjeldahl) 16.120 15,98 16,28 1613 | 16,12 
N (Dumas) 17,85 | 17,90 | 17.84 17.69 | 1781 
S (Liebig) 0.547} 0823); — — 0535 
S (Asboth) 0.506 0.546 0,526 — | 0,525 


Nasenglutein II. 
Asche = 1,08" 
Kohlenwasserstoff: 
1. 0.2018 geben 0.3727 ¢ CO, und 0,123) g H,O 
2. 0.2525 > » 0,645 > » » O1528> 


Schwetfel nach Liebig: 
1. 0.7508 ¢ geben 0,0250 g BaSO, 


2. 0.9356 » >» 0.0828 > » 

3. O9729 » 0.0315 » > 
Schwefel nach Asboth: 

I. 0.9962 geben 0.0336 BaSO, 

2, 1.0515 » 0.0340 

3. 1.05059 » 0.0380 » > 
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1 2 3 | Mittel 
| | | 
C 5042 | | 50,80 
HH 6.82 | 6.77 6,80 
S(Liebig) | 0622 | 0,642 0.605 0.623 
S(Asboth) | 0.630 0.604 0.673 | 0.638 


Nasenglutein 
Asche = 1,19*/o. 
Kohlenwasserstoff: 
1. O.2151 geben 0.3972 ¢ CO, und 0.1345 ¢ H,O 
2, 0.2221 > » O4ff0>» » » O1897 
Stickstoff nach Kjeldahl: 


1. 0.1976 ¢ erfordern 24 cem ®/1o H,SO, (2stiindiges Kochen) 
2. O,2002 » DED 

20,70 » » (Lo stiindiges Kochen) 
4. 0.2056 » » 95.05 » 


Stickstoff nach Dumas: 
O1571 ¢ geben 24,15 cem N bei 16° und mm Hg 
2. 0.1457 » > 2255 » » » 185° » 
schwefel nach Liebig: 
1. 1.0286 ¢ geben 0,0320 BaSO, 
2. 0.9038 » » 0.0300 » » 
Schwefel nach Asboth: 
1. 0.8807 geben 0,0321 BaSO, 
2. 0.8246 » > 0.0282 » > 


1 | 2 | Mittel 
5041 | sos2 | — | — | 5046 
N (Kjeldahl) 17,00 16,92 | 17,02 | 17,06 17,00 
N (Dumas) 17,71 | 7,42 | — 17,72 
S (Liebig) 0.595 0.607 
S (Asboth) 0.681 0,639 “xs 0.610 


Trachealglutein. 
Asche = 1,2°)o. 
Stickstoff nach Kjeldahl: 
1. 0,2018 erfordern cem H,SO, 
2. 0,2036 » > 23,33 > » > 
3. 0.1876 » > » 
4. 01940 » > 24,35 >» 
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Stickstoff nach Dumas: 
1. 0.1446 g geben 22,5 ccm N bei 21° und 764 mm Hg 
2. 0,1460> » 23,2 » » » 20° » 755 » » 
3. 01594 > » 239 » » » 179 » 779 » » 
Schwefel nach Liebig: 
1. 1,0554 g geben 0,0410 g BaSO, 
2. 0.9047 > 0,0270 » 
Schwefel nach Asboth: 
1. 1,0039 g geben 0,0368 g BaSO, 


1 2 3 4 Mittel 
N (Kjeldahl) 17,35 17,43 17,47 17,57 17,46 
N (Dumas) 17,82 18,08 17,84 17,76 17,87 
S (Liebig) 0,726 0),702 — — 0,714 
S (Asboth) 0.685 — — — 0,685 


Ohrglutein I. 

Asche = 1,1%o. 
Schwefel nach Liebig: 

1. 0,7415 g geben U,0280 g BaSO, 

2. 0.7564 > » 00290> » 
Schwefel nach Asboth: 

1. 0,7529 g geben 0.0275 g BaSO, 

2. 0.5280 » » 0.0201 » » 


Ohrglutein If. 

Asche = 1,0°%o. 
Schwefel nach Liebig: 

1. 0.9649 g geben 0,0335 g BaSO, 

2. 1,2989> » 0,0410> 
Schwefel nach Asboth: 

1. 0.8644 g geben 0,0295 g BaSO, 

2. 1.0390 » > 0.0373 » > 


II 
1 2 | Mittel 1 | 2 | Mittel 
S (Liebig) 0,706 | 0,717 | 0,712 | 0,649 | 0,590 | 0,619 
S (Asboth) 0,683 | 0,712 | 0,698 | 0,638 | 0,671 | 0,654 
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Durchschnittliche Zusammensetzung der Gluteine. 


Nasenglutein Tracheal-] Ohrglutein 
glutein 
C 50,22 | 50.30 | 5046 
H 7,12 6,30 | 7,02 — — — 
N (Kjeldahl) | 1612 17,00 7,46 
N (Dumas) 17.81 — | 17,72 17,87 — — 
S (Liebig) 0.535 | 0,623 | 0.607 0714 | 0.712) 0.619 
S (Asboth) 0.525 | 0,638 | 0,610 0,685 | 0,698 0,654 
| | 


Die bisher analysierten Gluteine unterscheiden sich von 
dem von mir dargestellten Sehnenglutin (siehe Tabelle Seite 405) 
durch ihren niedrigeren Kohlenstoff- und Stickstoff- und hoheren 
Schwefelgehalt. Auffallend sind die Differenzen in den Stickstoff- 
werten nach Kjeldahl und Dumas. Schon bei den Analysen 
des Sehnenglutins (Seite 405) traten diese Unterschiede hervor: 
konnte man sie da allenfalls noch als innerhalb der Fehler- 
grenze liegend betrachten, so ist das hier nicht moglich. Beim 
Nasenglutein sind die Unterschiede zu grofB. Es wurde immer 
nach Kjeldahl zu wenig gefunden und die Werte nach 
Kjeldahl bleiben dieselben, gleichgiiltig ob man 2 Stunden 
oder 15 Stunden lang erhitzt. Die Gluteine gehoren also, 
ebenso wie die von mir analysierte Handelsgelatine (Seite 409), 
bei der diese Differenzen auch sehr auffallend waren, zu den 
Substanzen, welche bei der Kjeldahl-Methode keine zuver- 
lassigen Werte gaben. Morner hatte bei Trachealknorpelglutein 
nur 16,14°/o N gefunden; vielleicht ist dieser miedrige Wert 
auch dem Umstand zuzuschreiben, daB Moérner seine Bestim- 
mungen nach Kjeldahl ausfiihrte. Der niedrigere Schwefel- 
gehalt in Nasenglutein I ist vermutlich auf die auberordentlich 
lange Einwirkung der Kalilauge bei der Darstellung dieses 
Priparats zuriickzufiihren (Seite 412). Vergleiche hiermit auch 
das Seite 407 Gesagte. 

Reaktionen. Alle von mir dargestellten Gluteine unter- 
scheiden sich von dem Sehnenglutin und der Handelsyelatine 
in den folgenden Reaktionen. 
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1. Sie reduzieren nach der Siiurespaltung in sehr schwachem 
(rrade Kupferoxyd in alkalischer Losung. Diese Reduktion gibt 
sich nicht durch eine Abscheidung von Kupferoxydul, sondern 
nur in einer Entfiirbung zu erkennen. Sie wird am besten in 
folgender Weise ausgefiihrt: Nach einstiindigem Erhitzen von 
Glutein in LO°/oiger Salzsiiure im Wasserbad macht man die 
erkaltete Fliissigkeit alkalisch, fiigt ein wenig Kupfersulfat hinzu, 
bis eime deutliche Fiérbung entsteht (und zwar eine griine, da 
die Fliissigkeit gelblich ist) und teilt in zwet Teile. Bei dem 
Krhitzen der einen Probe zum Kochen tritt: Entfiirbung ein, 
was beim Vergleich mit der anderen besonders deutleh zu 
beobachten ist. Die gekochte L6sung oxydiert sich nach einiger 
Zeit und nimmt wieder die Farbe der Vergleichsfliissigkeit an, 
Diese Reaktion ist nicht etwa auf zuriickgebliebene Chondroitin- 
<chwefelsiiture zu beziehen, denn sie gelang auch in gleicher 
Weise mit einem Praparat, das einem Knorpel entstammte, 
welcher monatelang mit 0,25—1°/oiger Kalilauge extrahiert 
worden war (Nasenglutein Dab die Extraktion eine voll- 
stiindige war, ging daraus hervor, dab die letzten Alkaliausziige 
keine Substanz enthielten, welche nach Kochen mit Siiure die 
Reduktionsprobe gab. 

2. Sie geben cine Reaktion mit Phloroglucinsalzsiiure. 
Diese ist allerdings bei Benutzung von konzentrierter Salzsiiure 
und Phloroghicin sehr undeutlich, wird aber scharf, wenn man 
eine mit dem gleichen Volumen Alkohol versetzte konzentrierte 
Salzsiiure anwendet (A. Neumann).!) tritt dabei beim 
Krwirmen im kochenden Wasserbade in einiger Zeit eine 
schwache Braunfiirbung ein, die vielleicht einen Stich ins Rét- 
liche hat. Die spektroskopische Priifung ergiebt einen aus- 
geprigten Streifen im Gelb, der wohl etwas breiter als der 

') Auf die verschiirfende Wirkung des Alkohols hat Herr A. Neu- 
mann mich freundlichst aufmerksam gemacht. Derselbe hat beobachtet, 
daf die Tollenssche Pentosereaktion mit Phloroglucin sehr viel schirfer 
wird, bezw. bei manchen Stoffen iiberhaupt erst eintritt, wenn man eine 
mit dem gleichen Volumen Alkohol versetzte konzentrierte Salzsiiure 
verwendet. Herr A. Neumann wird iiber diese Modifikation der 
Tollensschen Probe demniichst ausfithrlich berichten. 
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Pentosestreifen ist. Bei weiterem Erhitzen wird dieser Streifen 
allmihlich undeutlicher, wiihrend ein anderer im Rot aufzu- 
treten beginnt, zuerst als Schatten, dann immer deutlicher, und 
schlieBlich ganz scharf werdend. Erhitzt man noch linger, so 
beobachtet man schlieblich nur den roten, der einige Zeit 
bestehen bleibt. Da diese Gluteinreaktion sehr subtil ist) und 
durch die beim Erhitzen auftretenden Zersetzungsprodukte gestort 
wird, so ist es notig, sehr hiiufig, fast jeden Augenblick, mit 
dem Spektroskop zu priifen, um den oben geschilderten Verlauf 
heobachten zu kOnnen?). Auch darf die Substanzmenge nicht 
zu klein sein, mindestens 0,5 g. Zu erwiihnen ist noch, dab 
die Reaktion versagte, als ich sie mit Nasengluteinpraparaten 
anstellte, welche 12 Stunden auf 135° erhitzt worden waren. 

Diese beiden Reaktionen geben weder Bindegewebsglutin, 
noch kéufliche Gelatine. Glutin aus Hausenblase reduziert nach 
dem Kochen mit Saure auch nicht: der Phloroglucinsalzsiiure- 
reaklion gegentiber verhalt sie sich anders, insofern man nur 
einen ganz schwachen Schatten im griinen Teile des Spektrums 
wahrnimmt. Liingeres Kochen bringt ihn nicht) zum Ver- 
<chwinden, bewirkt auch nicht das Auftreten eines Streifens 
im Rot. 

Einwirkung von schwacher Salzsiiure. Um den 
etwas hohen Aschegehalt meiner Praparate zu verringern, ver- 
suchte ich sie aus mit Salzsdure (bis zu 0,2°/0) bei Zimmer- 
temperatur versetzter wiisseriger LOsung mit Alkohol zu fallen. 
Hierbei trat aber keine flockige Abscheidung ein, vielmehr eine 
dicke milchige Triibung, aus der sich nur eine geringe Menge 
Niederschlag abschied. Erst auf Zusatz von mehreren Tropfen 
konzentrierter Kochsalzlosung kam es zu einer Fallung und die 
liberstehende Fliissigkeit wurde allmiéhlich vollkommen klar 
filtrierbar. Auf den in Lésung gebliebenen Teil komme ich 
zuriick. Der Niederschlag, welcher durch wiederholtes Losen 
in kaltem Wasser und Fallen mit Alkohol, sowie durch Dialyse 


1) Nach persOnlicher Mitteilung hat Herr A. Neumann dieselbe 
eaktion bei phosphorhaltigen Substanzen aus Faeces und Thymus, sowie 
in einem diabetischen Harn beobachtet. 
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seiner neutralisierten wiisserigen LoOsung von Salzsiiure und 
Aschebestandteilen moglichst befreit wurde, verhielt sich anders 
als die urspriingliche Substanz. Er war in kaltem Wasser 
loslich geworden') und zeigte eine andere Zusammensetzung. 


Nasenglutein | nach Umfallen aus saurer Lésung. 
Asche = 1.4 
Kohlenwasserstoff: 
1. 0.1395 g geben 0.2638 g CO, und 0,0974 g H,O 
2. O1578 » » O,2990 » » » 01062 >» » 
Stickstoff nach Kjeldahl: 
1. 01543 erfordern 18,7 ccm /10 H,SO, 
2. 0,1527 » > 1845 > » » 
Stickstoff nach Dumas: 
1. O1514 g geben 22.1 ccm bei 17,5° und 758 mm Hg 
2, O1494 » » 2215 >» » 189 >» » » 


1 2 Mittel 
GC 51,58 51,68 51,63 
H 7.81 7,93 7,62 
N (Kjeldah}) 16.97 16.91 16,94 
N (Dumas) 17,01 17.08 17,05 


Nasenglutein II] nach Umfallen aus saurer Lésung. 


Asche = 

Kohlenwasserstoff: 
1. 0.2131 g geben 0.3975 g CO, und 0,129 g H,O 
2. 02106 » » 0.3935 >» » > 0,135 >» » 


') Dieselbe Beobachtung, daf§ in kaltem Wasser unldsliches Glutin 
durch Salzsiure in eine in kaltem Wasser lésliche Modifikation iiber- 
gefiihrt wird, habe ich auch bei Sehnenglutin gemacht (Seite 405). Anderer- 
seits gehen auch die Gluteine bei lingerem Stehen in Wasser in eine 
in kaltem Wasser ldsliche Modifikation itiber, verhalten sich also auch 
in dieser Beziehung wie Sehnenglutin und — um das hier zu erwahnen 
— wie Handelsgelatine. Auch das Verhalten beim Erhitzen auf 135° 
ist fiir die beiden Modifikationen der Gluteine dasselbe wie fiir die 
Glutine. 
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Stickstoff nach Kjeldahl: 
1. 0.1623 g erfordern 19,6 cem "/10 H,SO, (2stiind. Kochen) 


2. O.1785 » > 21,75 >» » > > > 
3. 01735 » > 21.05 » > > (L5stiind. Kochen) 
4, 01760> » 


Stickstoff nach Dumas: 
1. 0,1655 g geben 24,2 ccm N bei 15,5° und 753 mm Hg 
2. 0.2472 >» » 36,7 » » » 13,5" » 757 » 


3. 01454 > » 21,50 > » » 165° » 758 » » 
| 1 | 2 | 3 | 4 Mittel 
| | | 
C 50.93 51,01 — | 50,97 
H 6,77 7,20 — 697 
N (Kjeldahl) 16,91 17,06 16.99 16.74 | 16,92 
N (Dumas) 16,98 17,28 17,24 17.16 


Dureh die Behandlung mit Salzsiiure sind die Kohlen- 
wasserstoffwerte in die Hohe gegangen, die Stickstoffwerte 
hinunter, wenigstens wenn man die den richtigen Gehalt an- 
zeigenden Dumas-Zahlen beriicksichtigt. Bei diesen Priiparaten 
stimmen die nach Kjeldahl und Dumas ausgefiihrten Analysen 
cut iberein. Daraus ergibt sich, daf Alkohol aus saurer Losung 
denjenigen Atomkomplex, welcher den fiir das Kjeldahl- 
Verfahren schwer zugiinglichen Stickstoff enthiilt, nicht fillt. 
Es bleibt unentschieden, ob dieser Atomkomplex schon von 
vornherein als Beimengung vorhanden war oder erst durch 
die Salzsiure abgespalten wurde. 

Um den in dem sauren Alkohol verbliebenen Teil zu 
isolieren, wurde alkoholische Filtrat mit Ammoniak 
ueutralisiert und im Vacuum eingedampft. Der hinterbleibende 
Riickstand gibt mit alkoholischer Salzsiiure und Phloroglucin 
schon bel ganz geringem Erwirmen auf dem Wasserbad 
eine intensive Himbeerfiirbung, welche bei stiirkerem Krwiirmen 
nach einiger Zeit verblaBt, aber bei der spektroskopischen 
Untersuchung keinen Streifen zeigt. Da nur kleiner 
bruchteil der urspriinglichen Substanz in der alkoholischen 
Losung verbleibt, so muf man, um die Reaktion zu bekommen, 
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fiir die Fallung aus saurer Losung eine gréBere Menge Substanz 
(etwa 20 g) anwenden. Auch ist es ndtig, vorsichtig zu neu- 
tralisieren und im Vacuum unter 50° einzudampfen: der beim 
Kindampfen auf dem Wasserbad hinterbleibende Rtickstand gibt 
die Reaktion nicht mehr?), 

Auch an dieser Stelle méchte ich meinen verbindlichsten 
Dank Herrn Prof. Thierfelder aussprechen fiir die Anregung, 
Leitung und Unterstiitzung bei diesen Untersuchungen. 


') Die gleiche Reaktion gab mir auch eine Substanz, welche ici: 
ber der Darstellung von Glutin aus Sehnen mittels Kalilauge erhielt. 
Dieser Korper ist weif, amorph, schmeckt stark siif, gibt keine Biuret- 
reaktion, reduziert nicht und ist durch Bleiessig nicht fiillbar. 


Das Verhalten von Glukosamin und Chitose im Tierkorper. 
Von 
Dr. Provan Catheart (Glasgow), 
Aus dem chemischen Laboratorium des pathologischen Instituts zu Berlin. 


Der Redaktion zugegangen am 11. August 103.) 


Das Verhalten der Zuckerarten im Organismus, speziell 
ihr Ubergang in Glykogen war von jeher Gegenstand  ein- 
gvehendsten Interesses. Dieses Interesse hat sich noch bedeutend 
vesteigert, seitdem entdeckt worden war, dal es nicht allein 
die kleine Klasse der gitrungsfiihigen Zucker 
ist, die Anlab zur Bildung von Glykogen gibt. 

KE. Salkowski?) wies erst ganz neuerdings dessen bildung 
nach bei Verftitterung einer Pentose und zwar der |-Arabinose. 
Obeleich Neuberg und Wohlgemuth?) nach Anwendung der 
d- und r-Arabinose stets negative Resultate hatten, so wies 
doch Wohlgemuth®) nach, dab sich stets bildung von Gly- 
kogen ergab nach Anwendung einer der Heptosen, niimlich der 
a-Glukoheptose. Vorher schon hatte M. mit der- 
selben Substanz experimentiert, wenn auch mit negativen 
Resultaten, die wahrscheinlich auf die geringe Quantitiit: der 
Glukoheptose, die verwendet wurde, zuriickzufiihren sind. 

Des weiteren haben C. Neuberg und P. Maver gezeigt, 
dafi die Zahl der der Glykogenbildung fihigen Zuckerarten grober 
ist, als man frither annahm, indem sie auch nach Verfiitterung 
von (sowie i-) Mannose Glykogenbildung feststellten. 

Von besonderem Interesse ist das Verhalten von Glukosamin, 
nachdem sich dasselbe als ein oft in verhiltnismabig grober 
Quantitit auftretendes Spaltungsprodukt vieler Eiweiikorper 
ergeben hat. Hieriiber liegen Versuche von Offer und Frankel ®) 
und von Fabian®) vor, wobei in beiden Fallen die Salzsiure- 
verbindung des Glukosamins verwendet wurde. beide Reihen 
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von Experimenten ergaben stets vollig negative Resultate, soweit 
dabei die Bildung von Glykogen in Betracht gezogen wurde. 
Wie schon bemerkt, war das Glykosamin stets in Form eines 
seiner Salze verwendet worden, es war von grofem_ theo- 
retischen Interesse, zu sehen, was fiir Resultate erzielt werden 
wiirden bet Anwendung von freiem Glukosamin. 

Denn einmal ist das freie Glukosamin im Gegensatz zu 
dem iiuBerst bestiindigen Chlorhydrat eine sehr labile Verbindung, 
die z. B. leicht unter NH,-Abspaltung in N-freies Produkt tibergeht, 
sowie nach Lobry de Bruyn unter Atomwanderung von selbst 
eine Substanz hefert, die identisch ist mit dem d-Fruktosamin, 
d. h. dem Ammoniakadditionsprodukt des sicher Glykogen 
bildenden) Fruchtzuckers. Andererseits ist mOglicherweise die 


phvsiologische Rolle des freien Glukosamins — und man muf 
doch annehmen, da dieses und nicht ein Salz beim Abbau 
des Eiweibes im Organismus auftritt — eime ganz andere, als 


die des resistenten salzsauren Glukosamins. Auch die Mog- 
lichkeit) einer bestiindigeren tautomeren Formel der Gluko- 
suminsalze, etwa 


CH, - OH—(CH - OH),—CH - NH,—CHO 


oder 
CH, - OH—(CH - OH),—CH — CH - OH 
NH 
oder 


CH, - OH—(CH - OH), - C- NH,=CH - OH 


ist in Betracht zu ziehen. 

Demgemifh wurde Chitosaminchlorhydrat, das nach der 
Methode von Ledderhose dargestellt war, mit methylalkoholi- 
scher Natriummethyltatlsung nach dem Verfahren von Lobry 
de Bruyn und Ekenstein®) behandelt. Da freies Chitosamin 
nicht besonders haltbar ist, wurde es vor jedem Experiment 
frisch hergestellt. Zu den beiden Experimenten, die mit freiem 
Chitosamin ausgefiihrt wurden, sind Kaninchen verwendet 
worden, die man 7 Tage lang hatte hungern lassen. Beim 
ersten Experiment erhielten die Tiere Wasser ad libitum. In 
beiden Fiillen wurde die Bestimmung des Glykogens ausgefiihrt 
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nach der Methode Pfliiger-Kiilz, und in beiden Fallen wurden 
Kontrolltiere verwendet. 


Versuch I. 

Beginn 1. Nov. Kaninchen I, Kontrolltier, gewogen am 
Anfang 2275 g, Kan. Il am Anfang 2425 g. Nach 7tiigigem 
Hungern, wobei die Tiere Wasser erhielten, soviel sie wollten, 
erhielt Kan. Il am Abend des 7. Noy. mittels der Schlund- 
sonde 3,30 g freies Chitosamin, gelést in ca. 40 cem Wasser. 
Am Vormittag des 8. Nov., also 16 Stunden nach Verwendung 
des Chitosamins, wurden beide Tiere getotet (dabei wog | 1900 g, 
also 375 g Gewichtsverlust: Il 2100 ¢, Gewichtsverlust 325 ¢), 
die Lebern wurden so schnell als moglich entfernt, sofort zer- 
kleinert und in kochendes Wasser gebracht. Darnach wurde 
das bekannte Verfahren der Fallung mit Briickes Reagens ete. 
ausgefiihrt. Leber von I = 56 g, die von Il = 45 g. Da 
eine Verzogerung der Losung der Leber mit 2°/oiger Kalilésung 
eintrat, wurde die Stiirke des Kalis nach 5—6 Stunden auf 
erhoht. 


hResultat. 
I. (Kontrolltier) = 0,3719 ¢ Glykogen 
Il. (Versuchstier) = 0,2515 g 2 


Versuch 
Anfang 10. Nov. Kan. I wog zum Beginn 2900 g, II 3100 g. 
Nach 7tagigem Hungern, in diesem und allen folgenden Fiillen 
vollig ohne Wasser, wurden dem Kan. | am Abend des 16. Nov. 
> g freies Chitosamin, gelOst in ca. 40 com Wasser, ebenfalls 
mit der Schlundsonde eingefl6Bt. Am Vormittag des 17. Nov., 
ungefahr 17 Stunden nach der Injektion, wurden beide Tiere 
getotet (Kan. I 2100 g, Gewichtsverlust also 800 g; Il 2500 g, 
Gewichtsverlust 600 g), die Lebern schnell entfernt und be- 
handelt wie beim ersten Experiment, ausgenommen, dal) sie 
zweimal mit Wasser gekocht wurden. Die Leber von Kan. I 
wog 60 g, von II 58 g. 
Resultat. 
I. (Versuchstier) = 0,1208 g Glykogen 
I]. (Kontrolltier) = 0,2937 g > 
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Tafel I. 
Quantitat des Glykogens in den Lebern. 


Experiment Quant. des freien Chitosamins Versuchstier Kontrolltier 


| 3,30 Q.2515 g O,3719 
I] 4.5» Q,1208 » 0,2937 » 


Wie man sieht, sind hier die Resultate denen von Offer 
und Friinkel und von Fabian idihnlich (s. 0.), insofern sie 
durchaus negativ sind betreffs der Bildung von Glykogen. Bet 
beiden Experimenten, was auch immer die Erkliirung dafiir 
sein mag, fand sich eime Verminderung des Gehaltes an 
Glykogen in der Leber des Tieres, dem man das Glukosamin 
verabreicht hatte. 

Obgleich obige beiden Versuche in bezug auf die Bildung 
von Glykogen ganz negativ waren, war es doch von Interesse, 
das Verhalten des Chitosesirups im tierischen Korper zu unter- 
suchen, Die Chitose wurde aus Glukosaminchlorhydrat nach 
der Methode von Fischer und Tiemann dargestellt. Der in 
den folgenden Versuchen verwendete Chitosesirup war absolut 
fren von N. (Hier bin ich Herrn Dr. C. Neuberg, dem 
Assistenten des Laboratoriums, der mir eine zu den Versuchen 
ausreichende Quantitiit von ihm dargestellter Chitose tbertiel). 
zu besonderem Dank verpflichtet.) 

Zur Bestimmung des Glykogens diente diesmal das von 
Kk. Salkowski*) angegebene Verfahren der vorgingigen Extrak- 
tion mit Alkohol und Ather. 

In den nunmehr ausgeftihrten Versuchen wurde auch die 
Menge der reduzierenden Substanz, die aus dem Magen- 
resp. Darminhalt (in getrennten Bestimmungen) mit Alkoho! 
extrahiert werden konnte, bestimmt. Zur Ergiinzung wurde bei 
Experiment Nr. 5 die Menge des Glykogens noch in einer 
abgewogenen Quantitiit Muskelsubstanz bestimmt. 


Versuch IIL. 
Begonnen am 21. November. Kaninchen | wog 1600 ¢, 
IH 1500 g. Nach siebentiigigem Hungern erhielt I 7 g_ freics 
Chitosamin, starb aber plétzlich unter Kollapserscheinungen. 
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Die Leber wurde sofort herausgesehnitten und ohne besondere 
Zerkleinerung in 96°%/oigen Alkohol gelegt. Dieses Kaninchen 
diente in diesem Falle als Kontrolltier. niichsten Tage er- 
hielt Il 5 Chitose per Sechlundsonde, ungefiihr 25 cem 
Wasser gelést. Was die Bestimmung der Menge der Chitose 
in diesen und den folgenden Versuchen betrifft, so sei folgendes 
bemerkt: Nach friiheren Ermittlungen von C. Neuberg reduziert 
moglichst wasserfreie Chitose Fehlingsche Losung sehr an- 
niihernd ebenso stark wie Traubenzucker. Diese Beobachtung 
wurde zugrunde gelegt und der Gehalt der angewandten konzen- 
trierten Chitoselosung durch Titrieren mit Fehlingscher Losung 
ermittelt. Gewicht des Tieres beim Tode am niichsten Vor- 
mittage, ungefahr 17 Stunden nach der injektion, war 1100 g, 
Gewichtsverlust also 400 g. Die Leber (30 g@) wurde sogleich 
entfernt, gut zerkleinert und in 96°/oigen Alkohol getan. Magen- 
und Darminhalt wurde gesammelt und ebenfalls in 96° oigen 
Alkohol getan. Nach einigen Tagen wurde filtriert, das Filtrat 
verdampft und das Kesiduum in Wasser aufgelost. 

Alkoholextrakt) des) Darminhaltes: 1,12°/o reduzierende 
Substanz. (Bestimmung nach Fehling.) 

Alkoholextrakt des Mageninhaltes: Reduktion wurde nicht 
gefunden, 

Nachdem der Leberbrei 38 Tage unter Alkohol gelegen 
hatte, wurde derselbe abfiltriert und durch Ather ersetzt. Am 
nichsten Tage wurde auch der Ather abfiltriert. Die Alkohol- 
filtrate und die des Athers wurden in jedem Falle vereinigt, 
verdampft, das Residuum in’ Wasser aufgelost. Um diesen 
wiisserigen Extrakt geeigneter zum Titrieren zu machen, wurde 
erst eine geringe Quantitat CaCl, zugesetzt und dann Na COs, 
vom Priizipitat filtriert. Titriert nach Fehling ergab sich: 


Extrakt der Leber (Chitosetier): O,14 g reduzierende Substanz, 
»  (Kontrolltier): O,12 > » » 
Die Leberriicksténde wurden nun direkt in 2°/oiger WKali- 
lauge aufgelOst und dann das gewOhniliche Verfahren fiir Glykogen- 
bestimmung vorgenommen. 
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Resultat : 
I. Kontrolltier: 0,0150 g Glykogen, 
Il. Chitosetier: » » 


Versuch IV. 
Begonnen am 3. Dezember. Kaninchen | wog 1600 g, 
I] ebenfalls 1600 ¢g. Nach 61/2 Tagen Fasten erhielt Il wie 
gewOhnlich 5 Chitose, in ca. 10 com Wasser gelost. Beide 
Tiere wurden am 10. Dezember vormittags getOtet, ungefihr 
16 Stunden nach der Injektion. | wog 1190 g = Verlust 410 ¢: 


H 1150 g = Verlust 450 g. Die Lebern wurden schnell ent- 
fernt, fein zerhackt und in 96°/oigen Alkohol gelegt. Leber 
I= 35 g, Il = 40 g. Letztere, d. h. also die des Chitose- 


tieres, enthielt eine ganz bedeutende Zahl von Coccidien. Magen- 
und Darminhalt wie im vorhergehenden Experiment behandelt. 
Die Lebern wurden 2 Tage unter Alkohol und 1 Tag unter 
Ather gehalten. Sie wurden dann vom Ather abfiltriert, durch 
Aussetzen an der Luft getrocknet und dann mit 2°0igem Kali 
gekocht. 
Alkoholextrakt: Mageninhalt: nur leichte Reduktion nach 
Fehling. 
Alkoholextrakt: Darminhalt: 0,32 ¢ reduzierende Substanz 
als Glukose berechnet. 
Alkoholiitherextrakt der Leber: 
I. Kontrolltier: 0,065 g reduzierende Substanz, 
Il. Ghitosetier: O,O88 » » 
Glykogengehalt: der Leber: 
I. Kontrolltier: 0,0241 g Glykogen, 
I. Chitosetier: O,O802 » 


Versuch V. 

Begonnen am 9. Januar, Kaninchen I: 1550 g, Il: 1410 g. 
Nach 7 Tagen Fasten erhielt I in bisheriger Weise 5 g Chitose 
in ca. 10 com Wasser. Beide Tiere erhielten dann Wasser. 
Am 17. Januar, also 16 Stunden spiiter, wurden beide getotet. 
| wog 1160 g = Gewichtsverlust 390 g, If 1050 g = 360 g. 
Leber 1 = 35 g, Il = 25 g. Beide wurden behandelt wie 


: 
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bei den vorhergehenden Versuchen.!) Auer Magen- und Darm- 

inhalt beider Tiere (in diesem Fall beider Inhalt) zusammen- 

genommen) wurden 100 g gemischten Muskelfleisches, ebenfalls 

von beiden Tieren genommen, fein zerhackt, in 96° oigen 

Alkohol gebracht und dann spiiter mit Ather behandelt. 
Alkoholextrakt: Magen-Darminhalt: 


Chitosetier —= 0,29 g (Fehling), 
Kontrolltier = O,O8 » » 


Alkoholiitherextrakt des Muskels : 
Chitosetier: 0.03853 ¢ (Fehling), 
Kontrolltier : » 
Glykogen: 
(Kontrolltier) >PUren durch Gewieht nicht festzustellen. 
Alkoholatherextrakt: Leber: 
Chitosetier: 0,068 g (Fehling), 
Kontrolltier: » » 
Glykogen: Leber: 
Chitosetier: O1947 
Kontrolltier: » 


Tafel IL. 
Quantitat des Glykogens in den Lebern. 


Versuch Menge der Chitose Versuchstier Kontrolltier 
IV 5 > » 0.0241 
V O1947 » O1030 » 


Ist die Chitose imstande, Eiweif} zu ersparen? 
Die Frage, ob die Chitose als ein «Eiweifsparer»> beim 
Stoffwechsel wirkt, ist fiir die Beurteilung der physiologischen 


1) Ein Versuch wurde hier gemacht, das Glykogen direkt aus der 
alkalischen Lésung zu fiillen. Da aber die Mischung auferordentlich 
langsam filtrierte, wurde es fiir angebracht erachtet, zur alten Methode 
zuriickzukehren. Demgemaéf wurde zur alkoholischen Mischung Wasser 
hinzugefiigt. um das gefillte Glykogen zu l6sen; hierauf das Ganze bis 
ungefiihr auf das urspriingliche Volumen verdampft, angeséiuert und wie 
ublich mit Briickes Reagens behandelt. 
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Rolle der Chitose von erheblichem Interesse. Es wurde hieriiber 
eine Anzahl von Versuchen ausgefiihrt. Natiirlich mubte, um 
fiir die Stickstoffausscheidung eine Norm zu erlangen, das Tier 
— ein Kaninchen — auf eine entsprechende Diat gesetzt werden, 
die soweit als moOglich frei sein mubte von Kohlehydratsubstanzen. 
Die beste Nahrung wiirde wahrscheinlich die sogenannte Diabetes- 
milch gewesen sein, d. h. Mileh, aus der die meiste Kohle- 
hydratsubstanz entfernt ist. Da diese nicht gleich zu haben 
war, wurde eine Diit angenommen, die bestand aus 2 g 
Kucasin, mit Hilfe der Hitze in ungefiihr 50 com Wasser gelost. 
Dieser Lésung wurden nach Abkithlung 5 reines Olivendl 
zuvesetzt. Dies wurde dem Tiere am Vormittage  mittels 
Schlundsonde und Spritze eingegeben, am Nachmittage erhielt 
es wieder ungefiihr 40 ccem reines Wasser. Um eine Art 
Kontrolle zu haben, womit man etwaige Resultate, die man 
erziclte, vergleichen konnte, wurde ein Versuch unter obigen 
Bedingungen ausgeftihrt, wobei jedoch Traubenzucker verwendet 


wurde, 

Das Experiment wurde begonnen am 4 Februar, das Tier 
wog 2600 ¢. Die Quantitiit des ausgeschiedenen Stickstoffes 
wurde bestimmt als Total-N mittels der Kjeldahl-Methode. In 
der Regel wurde der Urin von einigen Tagen, d. h. von 2 bis 
§ Tagen, vereinigt. Es wird hier von Interesse sein, zu be- 
merken, dab das Tier niemals spontan Harn lieb, bis auf die 
letzten 2 Tage des Versuches. In allen anderen Fiillen mubte 
der Harn abgedriickt werden. Die Reaktion des Harnes war 
saver. Das Befinden des Tieres war ziemlich gut. Es wurde 
Jedesinal) Wontrolle, sehr oft) wiederholte Kontrolle, bei der 
N-bestimmung ausgefiihrt. 

Der Versuch fing am 4. Febr. an, am ‘13. Febr. erhielt das 
Tier 5 g Traubenzucker als Zusatz zur gewoOhnlichen Eucasin- 
mischung. Am 14. erhielt das Tier wieder 5 g Traubenzucker. 
Nach tf Tagen, also 26. Februar, erhielt: dasselbe Tier als 
Zusatz zur gewohnlichen Mischung 5 g Chitose in ungeféhr 
20 cem Wasser, Es mubte separat gegeben werden, da es 
sich mit der Mischung nicht gut vereinigte. Am 27. erhiell 
das Tier wieder wie vorher 5 g Chitose. 
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Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammengestellt : 


Anzah] Harn- N-Gehalt N-Gehalt | Kirper- 


 |Menge in| pro Tag | gewicht 
Harn vom | Kubik- | | Bemerkungen 
lage zentimet, | Gramm Gramm Gramm | 
| } Am 4. 
IL. O85. 64 0,927 | 0927 2600 
5.6.7.0. | 3 | 204 3641 1,214 
Am 9. 
8. a. 9. i. 2 Te) 2.064 | 1,032 2400 
2 | 128 1,557 | 0,779 
| | 
| | Am 13. | 
13. II. | 79 0.693 0.693 2220 | 5¢ Traubenzucker 
| | | zur Nahrung 
14. U1. 1 QS 1.162 | 1.162 | 5g Traubenzucker 
| | | zur Nahrung 
15.16.17.) | 172 2.600 0.867 | | 
| 
| Am 24. | 
2i.u.2d.1L | 2 | 160 2,650 | 1,325 ; 1950 | 
26. 11. 1 40 0,840 0.840 — Chitose zur 
| Nahrung 
27. IL. 68 Chitose zur 
Nahrung 
28. 1.0L} 2 85 1,479 O74 
233 2.418 0,806 - Der Ifarn am 4. ging 
Am 9. verloren. 
6.,.%., 8. 3 220 2,862 L700 


seziiglich der Tabelle sei noch bemerkt, dai Harn vom 4. 
den vom 4. vormittags 11 Uhr bis 5. 11 Uhr entleerten, d. h. durch 
Abpressen erhaltenen Harn bedeutet. Untersuchen wir nun- 
mnehr, was sich aus diesen Zahlen fiir den Traubenzucker und 
die Chitose ableiten labt. Addieren wir die Werte fiir die 
Stickstoffausscheidung siimtlicher Tage, welchen  weder 
Traubenzucker noch Chitose gegeben wurde, so erhalten wir: 
Ausgeschieden sind 21,203 g N in 26 Tagen, also pro Tag 
O816 g. An den beiden Traubenzuckertagen sind ausgeschieden 
im Mittel 0,8995 g. Also ist eine Ersparnis nicht nachweisbar. 


1) Der Harn vom 18. u. 19. konnte aus fufern Griinden nicht 
untersucht werden; die Fiitterung hat jedoch in derselben Weise statt- 
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Nun ist der Wert fiir die 4 Tage vom 20.—23. etwas zweifel- 
haft. Es ist nicht sicher, ob hier die Harnmenge ganz erhalten 
worden ist. Schlieben wir diese Tage aus, so sind 18,811 g 
in 22 Tagen erhalten = 0,905 g pro Tag. Die Ersparnis ist 
auch nicht sicher. Aber das ganze Verfahren der Berechnung 
ist anfechtbar. Ein Tier, das so erheblich an Gewicht abnimmt, 
muy an den spiiteren Tagen notwendig auch weniger Stickstoff 
ausscheiden, richtiger ist es also wohl, die N-Ausscheidung an 
den Traubenzuckertagen nur mit derjenigen zu vergleichen, 
welche vorher stattfand. Dann erhalten wir: An 9 Tagen sind 
ausgeschieden 8,802 g, also pro Tag 0,978 g. Demgegentiber 
bedeuten die O,8995 @ der Traubenzuckertage eine, wenn auch 
nur geringe Ersparnis. Natiirlich wiirde das Resultat schlagender 
gewesen sein, wenn groBere Mengen von Traubenzucker ange- 
wendet wiiren. Dies geschah aber absichtlich nicht, da von 
der Chitose nicht mehr als etwa 10 g zur Verftigung stand. 
GroBere Mengen Traubenzucker anzuwenden, hitte also keinen 
Wert gehabt, da der Traubenzucker nur des Vergleiches wegen 
angewandt wurde, Ganz ihnlich legen die Verhiltnisse fiir 
die Chitose. An den beiden Chitosetagen ist im Mittel aus- 
geschieden O,821 ¢: verglichen mit dem Gesamtmittel der 
26 Tage — 0,816 g, wiirde sich also keine Ersparnis ergeben, 
verglichen mit dem Mittel der 22 Tage unter Fortlassung der 
4 zwellelhaften = 0,905 g, eine geringe Ersparnis. Am rich- 
tigsten ist es wohl, nur die N-Ausscheidung am 24., 25., 28/1. 
und vom 2., 3., 5., 6., 7., 8./IIL zum Vergleich zu benutzen. 
Dann haben wir eine N-Ausscheidung von 9,409 in 9 Tagen, 
also O941 g pro Tag. Demgegentiber bedeutet die N-Aus- 
scheidung von 0,816 an den Chitosetagen eine geringe, aber 
unzweifelhafte Ersparnis. Wenn also, was nicht unmoglich 
ist, im Organismus aus dem etwa abgespaltenen Chitosamin 
Chitose entsteht, so wiirde diese beschriinkend auf den Eiweib- 
zerfall cinwirken kOnnen. Zur Sicherung des Resultates ware 
natiirlich eine Wiederholung des Versuches, womodglich mehr- 
fach, mit) grOberen Quantitaéten Chitose sehr wiinschenswert 
gewesen: leider war es mir unmoglich, weitere Versuche an- 
zustellen, da ich in meine Heimat zuriickkehren mubte. 
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Beziiglich des Einflusses des Glukosamins auf die Glykogen- 
pildung hat sich also ergeben, daB in Ubereinstimmung mit den 
bisherigen Angaben salzsaures Glukosamin ganz ohne Einflub 
ist, Chitose selbst dagegen eine geringe Glykogenbildung zur 
Folge hat, wobei die Art des Zustandekommens der Glykogen- 
bildung ganz dahingestellt bleiben muf. 
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Uber den Einflu8 von Protoplasmagiften auf die Trypsin- 
verdauung. 
Von 


Dr. Rudolf Kaufmann, Assistent der Allgem. Poliklinik. 


(Aus dem chemischen Laboratorium von Prof. Dr. Julius Mauthner, Allgemeine Poli- 
klinik in Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20, August 1903.) 


Zum Nachweise von Trypsinferment in den Faeces beniitzt 
Leo't) die von Wittich entdeckte Eigenschaft des Blutfibrins, 
sich mit Fermenten zu beladen. Um das Faulen des Fibrins 
zu verhindern, verriihrt er — wie es bei Fermentversuchen 
die Regel ist, die durch die Tiitigkeit von Mikroben beeinflubt 
werden konnten —— die Faeces mit chloroform- oder thymol- 
haltigem Wasser und macht die Verdauungsversuche mit dieser 
Mischung nach 2%stiindigem Stehen. Der negative Ausfall der 
Verdauungsprobe beweist nach Leo das Fehlen des Trypsin- 
fermentes, der positive das Vorhandensein desselben. 

Mit Versuchen tiber den Nachweis von  proteolytischem 
Ferment in Stiihlen unter verschiedenen Bedingungen beschiiftigt, 
mufte es meine niichste Aufgabe sein, zu sehen, ob der Zusatz 
von Chloroform und Thymol zu TrypsinlOsungen fiir die Ver- 
dauung gleichgiiltig ist oder nicht. Im weiteren Verlaufe wurden 
diese Versuche auch auf andere Protoplasmagilfte ausgedehnt, 
welche als indifferent gegen Fermente und zugleich als keim- 
totend gelten (Toluol, Fluornatrium). Da eine Zusammen- 
stellung der in der Literatur zerstreuten Angaben iiber ahnliche 
Versuche und die Resultate meiner eigenen fiir andere Arbeiter 
von Nutzen sein kénnten, so teile ich sie im folgenden mit: 

Die Angabe, dafi der Zusatz von Chloroform zu_ einer 
fermenthaltigen Fliissigkeit die Mikroorganismen vergifte, die 
Tiitigkeit der ungeformten Fermente aber intakt lasse, stammi 
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yon Miintz.?) Sie wurde von Salkowski iibernommen, nach- 
sepriift und zuerst bestatigt,3) dann aber in einer’ spiiteren 
Arbeit*) ®) —- wenigstens soweit es sich um Trypsin und Lab- 
ferment handelt — widerrufen. Fokker®) wies durch Ver- 
suche mit getrocknetem Pankreas, mit Pepsin und Hefediastase 
nach, daB sich das Chloroform in bezug auf hemmende Wirkung 
den Fermenten gegeniiber so wie die iibrigen Antiseptica ver- 
hilt, dai es «in kleiner Menge organisierte Fermente unwirk- 
sam macht, in groBerer Menge die Wirkung nicht organisierter 
Fermente hemmt». VonFreudenreich*) wurde der schidigende 
KinfluB des Chloroformwassers auf Labferment bestiitigt. Von 
Pugliese*®) wurde eine schidigende Wirkung des Chloroforms 
auf das diastatische Ferment des Speichels, von E. Fischer 
und von Lintner und Kroéber’) auf Hefeglykase nachgewiesen. 
Herissev?9) fand keine Schiidigung der Aspergillusmaltase 
durch Zusatz von Chloroform, Fischer keine Schidigung des 
Invertins. Die ausfithrliche Arbeit Treyers,!!) welche sich 
auch mit der Wirkung des Chloroforms auf Trypsin beschiiftigt, 
wird spiater ausfiihrlich zu zitieren sein. 

Die Einftihrung des Thymols als antiseptisches und anti- 
fermentatives Mittel stammt von Lewin.) Lewin gibt an, 
dah «kiinstliche Verdauungsversuche, die teils mit) Pepsin- 
essenz, teils mit der Schleimhaut von Kaninchenmagen an- , 
vestellt wurden, auch nicht die geringste Verhinderung der 
Verdauung durch Zusatz von Thymol ergaben». In der aus- 
gedehntesten Weise wurde das Thymol von Fermi und 
Pernossi!§) und Fermi?!) ') '6) als Zusatz zu den Gelatin- 
rohrchen verwendet, mittels welcher sie die Verdauungsstiirke 
von Trypsinlésungen und von proteolytischen Bakterienfermenten 
ntersuchten. Es ist notwendig, hier auf diejenigen Versuche 
Fermis und Pernossis etwas genauer einzugehen, durch 
welche eine geringe sehiidigende Wirkung des Zusatzes von 
Thymollésungen zu Trypsinldsungen nachgewiesen wurde. !3) 

Die Versuche Fermis und Pernossis wurden auf folgende 
Art ausgefiihrt: Eine 0,5° oige Trypsinlisung wurde zu gleichen 
Teilen mit 10°/oiger alkoholischer Thymollésung versetzt und 
diese Mischung teils 48 Stunden, teils 10 Tage bei 37° C. 
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stehen gelassen. Nach Ablauf dieser Zeitréume wurde die 
Mischung so verdiinnt, daB sie eine 0,1°/coige Trypsinlésung 
darstellte, und die Wirksamkeit dieser Verdiinnung nach der 
von Fermi eingefiihrten Methode gepriift. Es wurden namlich 
einige Kubikzentimeter dieser Verdiinnung zu Gelatine  zu- 
gesetzt, welche in Eprouvetten eingefiillt war, und nach 10 Tagen 
wurde die verfliissigte Gelatineschichte gemessen.  Diejenige 
Mischung von Trypsin und Thymol, welche 48 Stunden lang 
gestanden war, bevor der Verdauungsversuch begonnen wurde, 
hatte in der erwiihnten Verdiinnung eine 10 mm hohe Gelatine- 
siiule verfliissigt: diejenige Mischung, in welcher die Wirkung 
des Thymols auf Gelatine 10 Tage lang gedauert hatte, ver- 
fliissigte nur eine 1 mm _ hohe Gelatinesiiule. Fermi und 
Pernossi heben daher unter den Resultaten, welche sie aus 
diesen Thymolversuchen und gleichen Versuchen mit anderen 
Substanzen ziehen, hervor, daS durch Thymol das Trypsin 
nicht zerstOrt wird, fiihren aber andererseits doch das Thymol 
nicht unter denjenigen Substanzen an, welche «zur Erhaltung 
des Trypsins am wirksamsten sind».*) 

Mitteilungen tiber die Wirkung des Thymols auf Speichel- 
diastase finden sich bei Schlesinger!) und bei Pugliese. 
In den Versuchen dieser Autoren hemmt das Thymolwasser 
die Wirkung der untersuchten Fermente, und bei Pugliese 
findet sich die Angabe, da8 die Schiidigung, welche das Speichel- 
ferment durch Thymol erfiihrt, mit der Verdiinnung des Speichels 
zunimmt. Nach E. Fischer schiidigt Thymol Hefemaltase nicht. 
Trever?!!) hat auch Thymol in den Bereich seiner Ver- 
suche einbezogen und ist zu dem Resultate gekommen, dal 
Thymol ebenso wie die anderen Antiseptica die Trypsin- 
verdauung hemmt. 

Die Verwendung des Fluornatriums Antisepticum 


*) Die gleiche Verdauungskraft, wie die mit Thymol versetzte 
Trypsinldsung, besaf nach den angefiihrten Versuchen auch eine mi! 
Wasser hergestellte und 48 Stunden, respek. 10 Tage stehen gelassene 
Trypsinlésung von gleichem Trypsingehalt. Der schidigende Einfluf 
des Wassers und des Thymolwassers wird auch an anderer Stelle her- 
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stammt von Tappeiner.'§) Die Angabe, dab diese Substanz 
Jakterien abtotet, die Wirkungen nicht organisierter Fermente 
aber nicht beeinfluBt, stammt von Arthus und Huber. '9) 
Nach diesen letzteren Autoren wirken die lOslichen Fermente, 
wie Invertin, Trypsin, Emulsin usw., in Gegenwart des Fluor- 
natriums ebenso kriiftig wie ohne diesen Zusatz. Die fermentative 
Kraft von Magensaft und Pankreassaft wird von einer 1" oigen 
Fluornatriumlésung auch nach mehreren Monaten und bei 40° 
Temperatur nicht schiidlich beeinflubt. Wie Miintz in der 
Resistenz gegen Chloroform, so schen Arthus und Huber in 
der Resistenz gegen Fluornatrium eine charakteristische Eigen- 
schaft der «chemischen Fermentationen» im Gegensatz zu 
«vitalen Fermentationen». 

«Le fluorure de sodium & 1: 100 permet de déterminer 
la nature d'un phénoméne ayant pour siége les milieux organiques 
et de le rapporter soit & une action vitale, soit &@ une action 
diastasique. » 

Treyer!!) kommt dagegen auch bei seinen Fluornatrium- 
versuchen zu dem Resultate, dai die Trypsinverdauung durch 
fluornatrium wesentlich behindert werde. 

Das Toluol wurde von E. Fischer?!) ®) als Zusatz zu 
FermentlOsungen empfohlen, in welchen eine Wirkung von 
Bakterien ausgeschaltet werden sollte. Pugliese*) bestiitigt in 
der oben zitierten Arbeit, daf von Toluol im Gegensatze zu 
Thymol die diastatische Wirkung des Speichelfermentes nicht 
beeintrachtigt wird. Andere Literaturangaben tiber Versuche 
von Toluoleinwirkung auf Verdauungsfermente konnte ich nicht 
finden. 

Die im Vorhergehenden wiederholt zitierten Versuche 
Treyers beziehen sich auf den verschiedener Anti- 
fermentativa, darunter von Thymol, Fluornatrium und Chloro- 
tormwasser auf Hefeinvertin, Malzdiastase, Emulsin, Pepsin und 


Trypsin. Treyer verwendet eine 0,25°/oige Loésung von 
Griblerschem Trypsin, welche in der ersten Versuchsreihe 
neutral, in der zweiten als 1°/oige Sodalésung in Portionen 
veteilt wird. Je 10 ccm dieser Loésung werden mit je 10 ccm 


Wasser, Thymolwasser, Karbolwasser, 2°/oiger Fluornatrium- 
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losung, Chloroformwasser, Atherwasser und 2°/ooiger Salicyl- 
siiurelOsung versetzt und mit einer gleichen Anzahl gleichgrofer 
Kiweibwiirfel beschickt. In den Versuchen mit neutraler Trypsin- 
lOsung waren nach 72 Stunden die Wiirfel in den Thymol-, 
Karbolsiiure-,  Fluornatrium- und Chloroformwasserportionen 
unverdaut. Die Wiirfel in Atherwasser waren zum Teil auf- 
gelost: die Wiirfel in der Salicylsiurel6sung waren verkleinert. 
Bei den Versuchen mit alkalischer Trypsinl6sung waren die 
Wiirfel in der Thymol- und Fluornatriumlosung etwas ver- 
kleinert, in den iibrigen Losungen unveriindert. Bei Versuchen 
mit aus Pankreas hergestelltem Trypsin war die Verdauung in 
der Thymol-, Fluornatrium- und Atherwasserlisung nach 72 
Stunden vorgeschritten, aber nirgends vollstiindig beendet, die 
Verdauung in den tibrigen’ noch nicht im Gange. 
Treyer folgert aus seinen Versuchen, dab die Antiseptica im 
allgemeinen die Fermenttiitigkeit verzogern. Diese Verzogerung 
variiert je nach den einzelnen Fermenten und nach den ein- 
zelnen Antisepticis. 

Die Durchsicht der in der Literatur niedergelegten Arbeiten 
iiber den Einflaub von Protoplasmagiften auf die Wirkung des 
Trvpsinfermentes — und anderer Fermente — zeigt demnach 
einen auffallenden Widerspruch in den Resultaten der ver- 
schiedenen Forscher. Wiihrend nach den eimen der Zusiatz 
verschiedener Substanzen die Fermentwirkung durehaus un- 
beeinflubt laiBt, ja einige aus dieser von ihnen gefundenen oder 
bestiitigten Tatsache einen wesentlichen Unterschied der vou 
organisierten und nichtorganisierten Protoplasmen hervor- 
gerufenen Zersetzungen ableiten, hemmen nach anderen Autoren 
dieselben Substanzen dieselben Fermentwirkungen oder heben 
sie vollkommen auf. Es lag der Gedanke nahe, daf dieser 
Widerspruch auf der verschiedenen Stirke der angewendeten 
Fermentlosung beruhe. Meine Versuche gehen deshalb im 
wesentlichen von der Fragestellung aus, ob und bei welchen 
Verdiinnungseraden der Trypsinlésungen ein schiidigender 
flufy antiseptischer Substanzen konstatierbar wire. Da auber- 
dem aus einigen Punkten der Fermischen und Pernossischen 
Experimente eine Dissociation der fibrinverdauenden und der 


| 


Einfluf§ von Protoplasmagiften auf die Trypsinverdauung. 439 


gelatineverdauenden Krafte des Trypsins hervorzugehen scheint, 
so wurden die Versuche sowohl mit Fibrin als mit Gelatine 
angestellt. 

I. Fibrinversuche. 

Das in diesen und in allen iibrigen Versuchen verwendete 
Trypsin ist von Diimmler in Wien bezogenes Griblersches 
Trypsin. Die Fliaschchen, in welchen dasselbe in den Handel 
kommt, enthalten die Angabe, g gelost in zirka 380 com 
alkalischem Wasser 8—10 g und mehr frisches Bluttibrin ver- 
dauen.» Die Trypsinldsungen wurden jeden Tag unmittelbar 
oder wenige Stunden vor dem Beginn jeden Versuches [risch 
bereitet, um eine Schwiichung des ‘Trypsins durch das Stehen 
in wiisseriger Losung zu vermeiden, Als LOsungsmittel diente 
in allen Versuchen 1°/oige Natriumearbonicum-Losung. Alle Zu- 
siitze, wie Chloroformwasser, Thymolwasser etc., wurden durch 
Schiitteln der betreffenden Substanzen in 1°/oiger Sodalésung, die 
Fluornairiumidsung durch Auflosung von Fluornatrium in Soda- 
ijosung bereitet, die weiteren Verdiinnungen der Trypsinlosung 
mit derselben Sodalésung hergestellt, so dafi in allen Eprou- 
vetten, zu welchen Fibrin zugesetzt wurde, der Sodagehailt der 
vleiche war. Das Karminfibrin ist Griiblersches Karminfibrin, 
das vor dem = Gebrauche ausgewaschen wurde. Die Fibrin- 
versuche sind durchweg im Brutofen bei 37° Temperatur aus- 
getuhrt. 

A. Versuche mit Toluol. 


In der ersten Versuchsreihe wurden die frisch bereiteten 
Trypsinverdiinnungen mit einem Toluolsodawassergemenge ver- 
setzt und die Verdauungsversuche sofort nach der Mischung 
der beiden Fliissigkeiten begonnen. In einer zweiten Versuchs- 
reilhe wurden die Trypsinlésungen durch 24 Stunden mit Toluol 
stehen gelassen und erst nach 2¢stiindiger Einwirkung des 
Toluols auf die Trypsin-Stammlésung die Verdiinnungen  her- 
gestellt und die Fibrinflocken eingelegt. Das Gemenge von 
Toluol und Sodalésung wurde in den Versuchen 1 und 2 derart 
hergestellt, daB 10 g Toluol und 90 g 1°/oige Sodalisung ge- 


schiittelt wurden; von diesem Gemenge wurden je 5 cem zu 
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den Trypsinverdiinnungen zugesetzt. In den tibrigen Versuchs- 
reihen wurde Toluol den Fermentlésungen tiberschichtet. 


Versuch 1. Die aufgestellten Eprouvetten A—E enthalten: 


[rypsinlésung  Toluolldsung  Sodalésung ypsin-Toluol 


Sodalésung 
A. secm 1°/o + deem == 0,5°%/e 
BR. 1°/o +. 5 -- = 0,4°o 
C. 3 + 5 » +2 > == 03% 
D. 2 1°%/o » +3 » == 
E. 1 Dd > 4 » == 


Die Kontrollproben F—K_ enthalten: 


Trvpsinlésung  Sodalésung Trypsin-Sodalésung 


Seem 1%o + 5cem = 0,5% 
i. 4 >» 1° +- 6 == 0,4°/o 
H. +. 7 » = 0,3°o 
J. 2 » 1% +8 » at /o 
K. 1 > +9: = 0,1 


Nach 6 Stunden ist in allen Eprouvetten (A —K) die Fibrin- 
flocke volllstandig verdaut. 


Versuch 2. Die Eprouvetten A—E enthalten: 


Trypsinlésung Toluolldsung Sodalésung 


Sodalésung 
A. deem 0,2°%o + 5ccm 
B. 4 » + 5 » 1 ccm = 0,08 °/o 
C. 3B >» 0,2°%o + +2 >» = 0,06%o 
1). 2 » +5 » +3 = 0,04%/o 
4 1 >» Q,2°%o +- + 4 » = 0),02°/o 
{ 
Die Kontrolleprouvetten F—K _ enthalten: 
Trypsinldsung  Sodalésung  Trypsin-Sodaldsung 
F. 5cem 0,2°/o +- = 0,1 
> 02% + 6 » = 0,08 °/o 
H. 3 » +7 » = 0,06°/ 
2 » 0,2°%o +8 » = 0,04°'o 
K. » 02% +9 » == 0.02%,» y 


Nach 6 Stunden ist in allen Lésungen die Fibrinflocke 
verdaut, in den Lésungen D und E sind einige kleine Flocken 
geblieben, die sich beim Umriihren auch rasch auflosen. 
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Versuch 3. Die Eprouvetten A—E enthalten: 


Trypsinlésung Toluollésung  Sodalésung Trypsin-Toluol- 


Sodalésung 
A. 0,04°)0 5 ecm — = 0,02 °/o 
4&4 >» 004% + 5 » eem = 0,016 
C. 3B » +5 » +2 » = 0,012 °/o 
D 2 » 004% +5 » +3 » == 0,008 °/o 
KE. Lt » +5 » +4 » == 0,004 


Die Kontrolleprouvetten F—K_ enthalten: 


Trypsinlésung Sodalésung Trypsin-Sodalisung 
G. 4 » 004% +6 >» 0.016% 
H. 3 » 0.04°%/o +7 » = 0,012 %/o 
J. 2 004%» + S » == 0,008 
K. 1 » O04 °%o 9 » == 0.004 


Nach 6 Stunden ist die Verdauung in den Eprouvetten 
A, Bim Gang, nach 8 Stunden ist sie in den Eprouvetten 
A, B,C, D im Gang oder bereits vorgeschritten. Nach 24 
Stunden ist sie in den Eprouvetten A—D vollstandig. In E ist 
Quellung sichtbar, aber ohne Zeichen der Verdauung. 
Ebenso ist nach 48 Stunden die Fibrinflocke in i durchaus 
unverdaut. In den Eprouvetten F, G, H, J ist) schon nach 
6 Stunden deutliche Verdauung erkennbar, nach 24 Stunden hat 
sich auch die Flocke der Lésung K_ vollstiindig aufgelost (ohne 
Tribung der Losung). 

Versuch 4 Der Versuch 3 wird in derselben An- 
ordnung wiederholt mit Uberschichtung der entsprechenden 
Lisungen mit Toluol, weil in einigen Eprouvetten das Toluol, 
das sich aus dem Toluolsodawassergemenge abgesetzt hatte, 
nach 48 Stunden verdunstet war. Die Resultate sind die gleichen 
wie in Versuch 3. 

Die Versuche 1—4 ergeben demnach: Bei Einwirkung 
von Toluol auf Trypsinlésungen wiithrend der Ver- 
dauung tritt in O0,O8°/oiger Trypsinlosung eine Ver- 
zogerung der Verdauung zutage. Eine 0,04°oige Tryp- 
sinlésung (welche ohne Toluolzusatz in 24 Stunden 
eine Fibrinflocke noch vollstaéndig verdaut) wird durch 
Zusatz von Toluol unwirksam gemacht. 
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Versuch 5. Bei diesem Versuch wurden die Trypsin- 
lOsungen mit Toluolsodaldsung versetzt, dann Toluol dariiber 
geschichtet und hierauf diese sowie KontrollOsungen 
24 Stunden stehen gelassen, bevor mit dem Einbringen der 
Fibrinflocke und dem Einstellen in den Brutofen der Verdauungs- 
versuch begonnen wurde. 


Versuch 6. Die Loésungen A—E enthalten: 


Toluol-Soda- Trypsin-Toluol- 


Trypsinl6sung Sodalisung 


losung Sodalésung 
A. d5cem 0,2°%o + — = O01 
B. 4 » +5 » +- 1 ecm == 0,08 %o 
2 0,2 + 5) » + 2 > = 0,06 
1). 2 » 0,2 %o 3 = 0,04 
» +. + 4 == 0.02 °/o 


Die Kontrollprouvetten F—K enthalten: 


Prypsinlésung Sodaldsung 


losung 
F. 85ccm 0,2%o +- 5 ecm me 
G. 4 » 02% = 0,08 %o 
H. 3 » 0,2% = 0,06 %o 
J. 2 » » == 0,04 °/o 
> +9 >» == (),02 °/o 


Nach 2% Stunden ist die Karminflocke in A vollstiindig 
verdaut: in B, C, D sind Reste der Flocke bis zur Grobe einer 
Erbse erhalten, die Flocke in E ist ganz unveriindert. In den 
Losungen F-—-K sind die Flocken vollstandig verdaut. 

Nach 24stiindiger Einwirkung des Toluols aul 
Trvypsinlésungen tritt demnach eine geringe schadi- 
gende Wirkung schon bei 0,8°%/oigen Trypsinlosungen 
zutage. Die verdauende Kraft einer 0,2° ooigen Losung 
wird aufgehoben. Eine 1°%ooige TrypsinlOsung wird 
durch den Zusatz von Toluol nicht nachweisbar be- 
einflubt. 


B. Versuche mit Fluornatrium. 
Die Fluornatriumlésung, welche zu der Trypsinverbindung 
zugesetzt wurde, ist durch Auflésung von 4 g Fluornatrium 11 
100 g 1° ciger Sodalésung hergestellt. Da je 5 ccm dieser 
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Lisung zu 5 ccm der Trypsin-Sodamischung zugesetzt wurden, 
so enthielten die Eprouvetten eine 2° Fluornatriumlésung. 
Wie bei den ersten Toluolversuchen wurden auch diesmal 
anfangs die Fluornatrium-Trypsinldsungen sofort mit) Fibrin- 
flocken beschickt und in den Brutofen gestellt. Bei einem 
gzweiten Versuche wurden dann die Losungen in der Art her- 
gestellt, das Trypsin in 4° oiger Fluornatrium-Sodalésung 
wurde, zu dieser Losung 4°/oige Fluornatriumlosung in ver- 
schiedenen Mengenverhiiltnissen zugesetzt und diese Mischungen 
vor Beginn des Versuches 24 Stunden stehen gelassen wurden. 


Versuch 7: Die Eprouvetten A—E enthalten: 


Fluornatrium- Trypsin-Fluornatrium- 


Trypsinlésung Sodalésung 


SodalOsung Sodalésung 
A. 5dcem 5 ccm = %o 
Bb. 4 0,2 + 95 + 1 ecm = (0.08% 
D. 2 0.2 %/o +5 » + 3 » 
Die Kontrolleprouvetten F—K enthalten: 
Trypsinidsung Sodalésung Trypsin-Sodalésung 
F. 5 cem +. 5 cem == 0,1 %o 
I. 4 » ote 6 > 
H. 3 + 7 » = 0,06 %o 
J. 2 +8 » 0.04 
K. 1 +9 == 0,02 /o 


Nach 18 
in G gréBere Reste der Fibrinflocke erhalten, in D und E grobe 
unverdaute Stiicke: in den Réhrchen F, G, H sind die Flocken 
ganz, in J und K bis auf minimale Keste verdaut. 

D. h. bei Zusatz einer 2°oigen Fluornatriumlosung 
ist bereits in einer 0,6°%oigen Trypsinlésung eine 
Bbehinderung, in einer LoOsung eine aus- 


Cf? 


Stunden sind in den Rohrchen A, B ganz geringe, 


vesprochene Hemmung der Verdauung nachweisbar. 
In dem folgenden Versuche wurde 0,2 g Trypsin in 100 ¢ 
einer 1° oigen Sodalésung, zu welcher g Fluornatrium zu- 
gesetzt waren, gelést, diese Losung durch 24 Stunden stehen 
gelassen und dann die Verdiinnungen in derselben Stiirke wie 
in Versuch 7 hergestellt und mit Fibrinflocken beschickt. 
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Versuch 8: Die Eprouvetten A—E enthalten: 


Trypsin-Fluornatrium-  Fluornatrium- Trypsin-Fluornatrium- 
losung Sodaldsung Sodalésung 
A. dcem +- 5 ecm = 0,1 %/o 
B. 4 >» +6 » == 0,08 */o 
38 » 02% = 0,06 %o 
D. 2 » 0,2 °%o + 8 » = 0,04 
1 >» 022% +9 > —= 0,02 %o 


Die Kontrolleprouvetten F—K enthalten dieselben Trypsin- 
verdiinnungen wie die gleichbezeichneten Eprouvetten im Ver- 
such 7. 

Nach 14 Stunden sind in den Rodhrehen A und B die 
Fibrinflocken ganz verdaut: in den Rohrehen C und D_ sind 
kleine Flockenportionen erhalten, in dem Rodhrchen E ist die 
Kibrinfloeke unveriindert. den KontrollrGhrehen die 
Klocken ganz verdaut. 

Nach 2¢stiindiger Kinwirkung einer 4%o1gen Fluor- 
natriumlosung tritt demnach eine geringe schidigende 
Wirkung schon an 0,6% TrypsinlOsungen zutage; 
die verdauende Wirkung einer 0,2°o0igen wird 
aufgehoben. Eine O,8°®%/o01ge LOsung wird durch den 
Zusatz von Fluornatrium nicht nachweisbar beein- 
flubt. 


C. Versuche mit Chloroform. 

Das Chloroformwasser, das zu den Trypsinlésungen 
zugesetzt wurde, ist durch liingeres Schiitteln von Chloroform in 
1° oiger SodalOsung hergestellt. Das Trypsin wurde in diesen 
Versuchen ebenfalls nicht in reiner SodalOsung, sondern in der 
mit Chloroform durchgeschiittelten Sodalésung aufgeldst. Die 
Losung wurde 24 Stunden stehen gelassen, dann die Ver- 
diinnung hergestellt. 

Versuch 9: Die Eprouvetten A—E enthalten: 


Trypsinlosung Chloroform- Trypsin-Chloroform- 
5 


(Soda-)Wasser Sodalésung 
b. 4 » 0,2°%o + 6 » = 0,08 


C. 3 >» 0,2%o = 0,06, 
2 +8 > 0,04, 
E. > 0.2% = 0,02%o 
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Die Kontrolleprouvetten F—K_ enthalten: 


Trypsinlésung = Sodalésung Trypsin-Sodalésung 


F. dcem + = 0,1 %o 
4 >» U2% 6 = 0,08" 
H. 3B +7 = v 
J. 2 » +8 = (0.04% 
K. 1 » O,2%o -+- 9 » = 0.02 °%o 


Nach 14 Stunden sind in A eine diinne durchsichtige Flocke, 
in B und C grobe erweichte Flocken, in D und E die unver- 
iinderte Fibrinflocke enthalten: in F, G, H, J ist die Fibrinflocke 
bereits ganz verdaut, in K ein durchsichtiges Flé6ckchen erhalten. 

Nach 26 Stunden sind die Flocken der Réhrchen A, B, 
C. ferner die Réhrchen F—K ganz verdaut und aufgelost: in 
D ist die Fibrinflocke kaum, in E gar nicht angegriffen. 

D. h. ber 24stiindiger Einwirkung von Chloro- 
formwasser wird eine 1%o0ige TrypsinlOsung in ihrer 
Verdauungskraft in behindert, eine O,8° ooige bereits 
gehemmt. Die Verdauungskraft einer 0.2% o0igen 
TrypsinlOsung wird ganz aufgehoben. 


D. Versuche mit Thymol. 


Das Thymolwasser wurde durch Auflosen von Thymol- 
krystallen erwiirmter Sodalosung, Abkiihlen und 
Abfiltrieren der erkalteten Losung hergestellt. Die) Trypsin- 
stammlosung wurde durch Auflésen des Trypsins diesem 
Thymolsodawasser hergestellt, 24 Stunden stehen  gelassen, 
dann entsprechend verdiinnt und zu den Versuchen verwendet. 


Versuch: Die Eprouvetten A—E enthalten: 


Trypsini6sung Trypsin-Thymol- 
Sodalésung sodalésung 
A. deem 0,2?/o + ccm = 0,1 °/o 
B. & >» 02% + 6 » = (),08°'s 
C. 3 0,2°/o + 7 - 0.06" 
D. 2 » +S » = 0,04" o 
E. 1 0.2°'y +9 = 


Die Kontrolleprouvetten enthalten: 
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Trvpsinlésung  Sodalésung Trypsin-Sodalésung 


0 


F. 0,2°/o + 5cecm * 
(i. 4 » + 6 » = 0,08°/o 
H. Z > 0,2% » = 0,06%o 
J. 2 » (0,2°%,o = 
1 » 0,2°o +9 » 0,02Fo 


Nach 25 Stunden ist in A eine ganz diinne, durchsichtige 
Flocke erhalten, in B ist ein erbsengrobes Stiick, in C_ ein 
Rest in der Grébe von der urspriinglichen Fibrinflocke 
brig. In DP ist die Fibrinflocke ganz erhalten und nur an 
den Réindern durechscheinend: in ist die Fibrinflocke etwas 
gequollen, aber sonst unveriindert. Die Fibrinflocken der Kon- 
trolleprouvetten sind ganz verdaut und gelost. 

D. h. bei 24stiindiger Einwirkung von Thymol- 
wasser wird eine 1? ooige Trypsinlésung in ihrer Ver- 
dauungskraft behindert; die Verdauungskraft einer 
0.2" oigen L6sung wird ganz aufgehoben. 


Il. Gelatineversuche, 

Zur quantitativen Priifaung sehr verdiinnter Trypsinlésung 
habe ich ein Verfahren eingeschlagen, das im wesentlichen 
eine) Kombination der Fermischen Anwendung der Gelatine 
als Reagens zum Nachweise tryptischer Fermente!®) mit der 
Mettschen Kapillarmethode #8) ist. Fermi hat im Jahre 1892 
die Verwendung der Gelatine an Stelle des Fibrins empfohlen 
unter Hinweis auf die grofen Vorteile, welche diese seine 
Methode im Gegensatze zu den bisher tiblichen bietet. Diese 
Vorteile bestehen hauptsiichlich darin, dab die Gelatine gegen 
proteolytische Fermente viel empfindlicher ist als Fibrin oder 


Kiweib und dab die Gelatineverfliissigung — gleichen 
Zeiten — ein Mab fiir die Stirke der einwirkenden verdauen- 


den Kraft darstellt. Von diesen Uberlegungen und Erfahrungen 
ausgehend, fiillt Fermi zur quantitativen, vergleichsweisen 
Bestimmung tryptisch wirkender Losungen Reagensgliiser von 
kleinem Durchmesser mit 5—15°/oiger GelatinelOsung, setzt 
zu der erstarrten Gelatine die zu priifenden Fliissigkeiten hinzu 
und liest nach 2—8 Tagen, oder auch nach mehreren Wochen, 
die Hohe der verfliissigten Gelatinesiitule in Millimetern ab. 


‘ 
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Es war sehr naheliegend, diese Fermische Methode, bei 
welcher nur Ablesungen nach ganzen oder halben Millimetern 
modglich sind, durch Verwendung Mettscher Kapillaren, welche 
statt mit Kiweiflésung mit Gelatinelésung gefiillt sind, zu ver- 
feinern. Diese Modifikation ermodglicht es, die Differenzen in 
der Liinge des verdauten Gelatinezylinders bis zu 1/5 mm 
venau zu studieren; sie zeigt quantitative Unterschiede in der 
Stiirke der verwendeten tryptischen Losungen schon nach 
Stunden deutlich an; und sie scheint endlich — was bei der 
Priifung von Losungen, welche Bakterien und Fermente ent- 
halten, besonders wichtig ist — den groben Vorteil zu bieten, 
dab die Gelatine in den Kapillaren in bakterienhaltigen Fliissig- 
keiten nicht fault. Es ist andererseits klar, daB die Kautelen, 
unter welchen die erhaltenen Resultate konstant und absolut 
verwendbar sind, viel strengere sein miissen, als die Kautelen 
bei Anwendung der urspriinglichen Fermischen Methode — 
nach meinen Beobachtungen auch strenger, als bei der Ver- 
wendung der EiweiblOsung in Kapillaren nach Mett, weil das 
Alter und die Konzentration der GelatinelOsung bei der Ver- 
dauung eine grobe Rolle spieit. Ich werde diejenigen Beding- 
ungen, welche die Sicherheit und Empfindlichkeit der von mir 
angewendeten Modifikation der Fermischen Methode. sicher- 
stellen, sowie die darauf beziiglichen Versuche in einer folgen- 
den Mitteilung auseinandersetzen. Im folgenden gebe ich, ohne 
Kingehen in Details, die Technik derjenigen Versuche an, die 
ich zum Studium der Einwirkung der Antiseptica auf die 
gelatineverdauende Kraft des Trypsins angestellt habe. 

Die von mir in den folgenden Versuchen verwendete 
Gelatine ist eine fiinfprozentige Losung. 5 g der in den 
Droguerien erhiiltlichen «feinen» Gelatinebliitter werden zuniichst 
in 70 cem destilliertem Wasser auf dem Wasserbad  gelost: 
die Gelatinel6sung wird dann in einem Mefzylinder noch ein- 
mal abgemessen, eventuell wird — wenn durch etwas liingeres 
Kochen die Losung eingedampft ist — wieder auf 70 ccm 
nachgefiillt; dann wird mit 30 cem Diimlerscher Alaunkarmin- 
losung die Loésung auf 100 ergiinzt, sie wird noch einmal zur 
besseren Vermischung einige Minuten auf dem Wasserbade 
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erwirmt und dann mittels eines kleinen Ballons, an dem ein 
Gummischlauch befestigt ist, in U-formig gebogene Glaskapillaren 
eingesogen. Die von mir verwendeten Kapillaren sind 1!/2 mm 
weit.*) Sie werden nach der Fillung in einem Becherglase 
zum Erstarren autgestellt. In allen folgenden Versuchen sind 
die Kapillaren 48 Stunden nach ihrer Fiillung verwendet worden. 

Um konstante Werte fiir die verdauten Gelatinezylinder 
zu erhalten und die an verschiedenen Tagen erhaltenen Ab- 
lesungen miteinander vergleichen zu konnen, ist konstante 
Temperatur, d. h. die Verwendung eines Gelatinebrutofens, in 
welchem die Verdauung vor sich geht, notwendig. In den 
folgenden Versuchen handelt es sich blob um den Vergleich 
der Wirkung von Trypsinl6sungen bei verschiedenen Zusatzen. 
Es wurden die zu vergleichenden Verdauungsproben in dersel!ben 
Stunde hergestellt, in demselben Raume aufgestellt und alle nach 
der gleichen Stundenanzahl abgelesen. Da somit die mitein- 
ander zu vergleichenden Versuche bei gleicher Temperatur — 
welche im itibrigen im Laboratorium an verschiedenen Tagen 


zwischen 17 und 21° schwankte — aufgestellt waren, so war 
bei diesen Versuchen die Verwendung eines ‘Thermostaten tiber- 
fliissig. 


Die Trypsinldsungen und Verdiinnungen wurden auf die- 
selbe Weise hergestellt, wie bei den Fibrinversuchen. Die 
Stammlosung wurde, gleich nachdem das ‘Trypsin in 1°/oiger 
Sodalésung gelost war, in fiinf gleiche Teile zu je 50° cem 
geteilt.. Der erste Teil blieb als Kontroll6sung: zu dem zweiten 
Teile wurden zirka 5 cem Toluol, zum dritten 5 ecm = Chloro- 
form, zum vierten 1 @ Fluornatrium, zum fiinften eine grobere 
Menge Thymolkrystalle zugesetzt. Die Losungen wurden gut 
durchgeschiittelt, dann 48 Stunden bei Zimmertemperatur und 
im zerstreuten Tageslicht aufgestellt. Nach Ablauf dieser Zeit 
wurden von jeder dieser Losungen Verdiinnungen auf !/2, !/s, 
Ms und der urspriinglichen Konzentration mit Hilfe von 
1° oiger Sodalésung gemacht, diese Verdiinnungen in Glasdosen 
eingefiillt und in jede Glasdose ein zirka 2 cm langes Sttick 
der Gelatinekapillaren eingelegt. Die Ablesungen wurden nach 


*, Aus diinneren Kapillaren flieft die verdaute Gelatine nicht aus 
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der bei den einzelnen Versuchen angegebenen Zeit mit Hilte 
einer Lupe oder des 4. Obj. des Mikroskopes auf einem Objekt- 
triiger gemacht, an welchem 1 cm in 50 gleiche Teile geteilt 


ist. 


Die Einheit der Ablesungsziffern ist demnach !/50 mm: 


die beiden in den folgenden Tabellen nebeneinander stehenden 
Ziffern zeigen die Liinge der verdauten Gelatinesiule, yon jedem 
der beiden Enden der Kapillare an gerechnet, die dritte unter- 
strichene Ziffer gibt den Mittelwert in Millimetern. 


A. Wirkung von Toiuol, Chloroform, Fluornatrium und Thymol 
auf 0,8°.ige Trypsinlosung. 


Die Stammlosung wurde durch Auflésen von 2 g Trypsin 


in 250 g in 1°/oiger Sodalésung hergestellt. 
O41 und 0,05°/o ig. 


sind 0.4. 


0.2 


ms 


Ablesung nach 24 Stunden: 


Die Verdinnungen 


Trypsinlosung 


Trypsin-Toluol- 


Trvpsin-Fluor- 


Trypsin-Chloro- 


Trypsin-Thymol- 


lOsung natriumlésung formlOsung lOsung 
., 36 | 35 — | 252 — 
» 30 29 28 28 56[M. 32 137) at 32 | 30 62 
C.| 24 | 23 AG H.| 24 (2442 4,8)N. (30'/2)) 24 48 S. 23 4.3 
18! 18 17/17 20) 4] 7. 17 | 18 


i 


Ablesung n 


ach 49 St 


unden: 


Trypsinlésung 


Trvpsin-Toluol- 


lOsung 


Trypsin-F luor- 


natriumlésung 


Trypsin-Chloro- 
formlésung 


Trypsin-Thymol- 


A. ganz verdaut 


b. ganz verdaut 


*) Kurzes 


G. ganz verdavt 


H. verd. *) 

J.| 36 | 37 

| 

K.| 26 | 26 |62 


Roéhrehen. 


L. 


ganz verdaut 


. ganz verdaut 


. ganz verdaut 


43 4242 85 
P.| 25 | 26 151 


verdaut 


s. | 48 | 46 |9.4 
T.| 34 | 35 69 
U. 25 '/2 2614/2 5.2 


losung 
- 
W. vanz verdaut 
X. 40 | 40 8 
| 39 (27 
| | 26 


16 
| 
BE. | 28 (274/15 
: 
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In diesen Tabellen fallt zunachst das Ausbleiben der Ver- 
dauung in den Rohrchen der Dosen F, Q und V, sowie die 
geringe Verdauung des GelatinerGhrchens der Dose L auf. Da die 
Verdiinnungen der in diesen Dosen enthaltenen 0,8°/oigen Trypsin- 
l6sung eine verdauende Kraft zeigen, die der entsprechenden 
Verdiinnung der Losung A nicht nachstehen, so kann der Grund 
fiir das Fehlen der Verdauung in den Dosen der ersten Hori- 
zontalreihe nur darin gesucht werden, daB beim Ubergiefen 
der mit Toluol, Chloroform u.s. w. versetzten Losungen, diese 
Substanzen zum Teil mit in die Dosen entleert worden waren. 
Die Lisungen waren vor dem UbergieBen geschiittelt: worden, 
soda die Anwesenheit der Antiseptica in den Dosen F, L, Q, V 
unvermeidlich war. Die Verdiinnungen dieser LOsungen ent- 
halten diese Antiseptica in entsprechend verdiinntem Mabe, 
sodafi die direkte Schiidigung der Verdauung in den folgenden 
Dosen nicht zum Ausdrucke kommt. 

Von der ersten Horizontalreihe nach abwirts sind dann 
die Verdauungswerte der Verdiinnungen in den einander ent- 
sprechenden Dosen die gleichen. Eine Schadigung der gelatine- 
verdauenden Kraft einer 0,8°/oigen Trypsinlésung ist trotz 
#8 stiindiger Kinwirkung der verwendeten Protoplasmagifte nicht 
nachzuweisen, 


B. Wirkung von Toluol, Chloroform, Fluornatrium und Thymol 
auf 0,2°/oige Trypsinlosung. 


Wie im vorigen Versuche wurde auch diesmal die Trypsin- 
losung in 5 Teile geteilt; 4 Portionen wurden mit je einem der zu 
untersuchenden Antiseptica versetzt und durchgeschiittelt. Nach 
genau 48 Stunden wurden die Verdiinnungen aufgestellt, dies- 
mal aber vorher nicht durchgeschiittelt. und das Ubertragen 
der zugesetzten Substanzen in die Lésungen vorsichtig, bel 
der Thymollosung z. b. durch Filtrieren durch Watte, vermieden. 
Die folgenden Tabellen geben die Ziffern der Ablesung. 


- 
‘ 
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a) Nach 18 Stunden: 


Trvypsin-Toluol- | Trypsin-Fluor- Trypsin-Chloro- Trypsin-Thymol- 
losung natriumlosung formlésung losung 

23 24 24  2t 20 24 | 19 | 20 39 

17 18 351G. 17/17 84]M. | 16 | 17 33]R. 1742 18 B6]W. 16%) 16 32 

71151. 8 | 82 1610. | 7/2/72 | 7 | 72 | 6% 

-|— —|—]K.| 3?) 3? O6)P. | 3 06lU.| 4! 3 2 
| | | | 


b) Nach 44 Stunden: 


Trypsin-Toluol- 


Trypsin-Fluor- 


Trypsin-Chloro- 


Trypsin-Thymol- 


c) 


Nach 68 Stund 


en. 


irypsiniOsung losung natriumlOsung formlosung losung 
al 10 5d 5d TAIL. 53 52 50 50 LOT V. 46 | 47 193 
| Bis G. 43 8.8 M. R. 124), 43 W. 39 78 
pty 2 234 234710. 21 ate 23 19 19/88 
K. 13% 13 23 P,| 1313 26 u.| 15 | |B Zz 10/24 


‘rypsiniésung 


Trypsin-Toluol- 
losung 


Trypsin-F luor- 
natriumlésung 


Trypsin-Chloro- 
formlOsung 


Trypsin-Thymol- 


canz verdaut 


vanz verdaut 


F.| ganz verdaut 


| 
G. ganz verdaut 
| 


by, | ganz verdaut 


M. 


verdaut 


canz verdaut]H. | ganz verdaut'!N.| ganz verdaut 
3049! 37 38 38 7610.) 35 7 
| 
- | — |—]K.| 26 | 26 24 48 
Kurzes Rohrchen. 


Q. ganz verdaut 


R. ganz verdaut 


5. 


‘ganz verdaut 


T.*) ganz verdaut 


U. 28's 


losung 
V. ganz verdaut 
W. ganz verdaut 
X. ganz verdaut 
31 | 31 (6,2 
Z. 19 3,8 


J 
wee 
| 25 | 9 
j 
igs 
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Aus diesen Ablesungen ist bereits deutlich ein Zuriick- 
bleiben der Verdauung in den Verdiinnungen der mit Thymol 
versetzten Trypsinlosung ersichtlich. Eine schidliche Einwirkung 
von Chloroform, Toluol und Fluornatrium auf 0,2°/cige Trypsin- 
losung findet nicht statt. 


C. Wirkung von Toluol, Chloroform, Fluornatrium und Thymol 
auf 0,05° v.ige Trypsinlosung. 


Die Versuchsanordnung ist dieselbe wie bei den Versuchen 
der Gruppe B. Die Stammldsung ist 0,05 °%/oig; es wurden dies- 
mal nur 4 Verdiinnungen gemacht; die Losungen der Dosen 


wurden gemacht: 


O, T, Y enthalten 0,006°/o Trypsin. 


a) Nach 30 Stunden: 


Die Ablesungen 


| | 


Trypsinidsung Trypsin-Toluol- | Trypsin-Fluor- | Trypsin-Chloro- | Trypsin-Thy: 
lOsung natriumlésung formlésung lésuny 
A. [38% 38 39 6 31 19 | 19 29 | a 
B.| 31 | 29 6 23 | 22 (451M, 24 | 26 | R.| 21 | (27) 21 | 23 44 
C.| 20 | 18 3,87H.| 18 | 18 12 | 14 1267S. | 15 | 17 14 
11) 9 7 10 | 8 11 | 10 2 
b) Nach 44 Stunden: 
Trypsin-Toluol- | Trypsin-Fluor- | Trypsin-Chloro- - 
losung natriumlosung formlésung 
| | | | ‘ | 
A. ganz verdaut]} 46 4642 98 L.| 49 | 465 957 Q. | 30 | 29 59 V. | 49 49 
| 44 9 7G.) 36 | 36 38 R. 37 (44) Ww. B6 bt 
C.| 29 | 50 5.9]H (2742) 27 22 | 24 46)5. | 27 | 29 X.) 24 
D. j1742! 19 13 3 18 3.4) T. | 20 20 | 4 4X.) 19 164254 


Diese beiden Tabellen 


zeigen, daB eine 0,05°/oige Trypsin- 


losung durch 48stiindige Einwirkung der Zusiitze deutlich ge- 
schiidigt wird, am meisten durch die Einwirkung von Thymol. 


| 
| 
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Ill. Versuche tiber die Einwirkung der Antiseptica 
auf Bakterienkulturen. 


Bevor ich zu den Schliissen tibergehe, welche aus dem 
Vergleich der Gelatine- und Fibrinversuche hervorgehen, méchte 
ich in Kiirze die Resultate einiger Versuche, welche ich zum 
Studium der Einwirkung der Antiseptica auf ein’ Bakterien- 
cemenge, wie es z. b. der Stuhl darstellt, angestellt habe, ange- 
geben. Von Leo werden bekanntlich zum Stuhl Chloroformwasser 
oder Thymolwasser zugesetzt, um den Einflu® der Darmbakterien 
bei der Verdauung der Fibrinflocken auszuschalten. Es schien 
mir wichtig, festzustellen, ob oder bei welchem Verdiinnungs- 
erade die beiden zur Verwendung vorgeschlagenen Antiseptiea, 
oder auch andere, welche in betracht kommen konnten, ihren 


Zweck — die Abtétung der Bakterien — erreichen. 
Es wurden zuniachst mit dem Stuhl einer darmgesunden 
Patientin Agarplatten gegossen und von einer Platte — der 


dritten Verdiinnung — wurde aus fiinf verschieden aussehenden 
Kolonien auf Agar und Bouillon abgeimpft. Von den erhaltenen 
Kulturen waren 4 — nach ihrem kulturellen Verhalten — 
Kolisitimme, die Kultur 5 scheint eine Subtilisart zu sein. Eine 
genauere Identifizierung wurde, da es nicht in meiner Absicht 
war, die Einwirkung von Antisepticis auf einzelne Bakterien- 
arten zu studieren, nicht vorgenommen. Das weitere Ver- 
suchsverfahren bestand darin, dai zu Mischungen der Bouillon- 
kulturen Toluol, Thymol, Fluornatrium oder Chloroform zu- 
gesetzt und diese Mischungen auf ein oder mehrere Tage in 
den Brutofen gegeben wurden. Nach dieser Zeit wurde auf 
schiefen Agar oder Bouillon abgeimpft. Die Resultate gehen 
aus folgendem hervor: 

Bei den Toluolversuchen wurde die Mischung der fiinf 
bouillonkulturen teils mit 3 ccm ‘Toluolwasser versetzt und 
durchgeschiittelt (A), teils wurde dieser Mischung noch 1 ccm 
Toluol tiberschichtet (5). Die Versuche wurden das erste Mal 
mit einer Mischung von 24 Stunden alten, das zweite Mal mit 
einer Mischung von 6 Tage alten Kulturen gemacht. Nach 
2+stiindigem Stehen im Thermostaten (37°) wurde von A und B 
auf Bouillonréhrchen abgeimpft. In allen auf diese Art er- 
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haltenen Bouillonkulturen starke Triibung und _reichliches 
sakterienwachstum. 

Ber den Fluornatriumversuchen wurden 15 der 
Mischung der Bouillonkulturen durch Aufsaugen mit Hilfe einer 
sterilisierten Pipette zu gleichen Teilen in 3 sterile Eprouvetten 
gebracht. Zu der ersten Portion wurde hierauf 0,1 g, zur 
zweiten O15 g, zur dritten 0,2 g Fluornatrium zugesetzt, so 
daf die 3 Portionen einer 2°/o-, 3°/o-, 4°/oigen Fluornatrium- 
losung gleichkommen. (Das Fluornatrium [6st sich schon in 
der 2°/oigen Losung kaum, in der hdheren liegt ein Sediment 
des Salzes auf dem Boden der Eprouvette.) Diese Mischungen 
(A, B, C) wiirden auf 24 Stunden in den Brutofen gestellt, 
danach auf die entsprechenden Agars A, B, C abgeimpft. Nach 
weiteren 24 Stunden sind die schiefen Agars mit einem dicken 
weiben Belag bedeckt. In einem zweiten Versuche wurden die 
Abimpfungen auf Agar erst 72 Stunden nach dem Zusatze des 
Fluornatriums zu den Mischungsbouillons vorgenommen. Das 
Resultat ist’ dasselbe. 

Die Chloroformversuche wurden teils mit reinem Chloro- 
form, teils mit Chloroformwasser gemacht, und dabei die aus 
den Stuhlplatten erhaltenen 5 Bakterienstiimme (a, b, ¢, d, e) 
einzeln untersucht. Es wurden die einzelnen 2 Tage alten 
Boullonkuituren in 2 Hiilften geteilt und zu der einen Hiilfte 
(aj, by, e,) die gleichen Teile Chloroformwasser, zu der 
zweiten Hiilfte (a,, b,, c, ete.) einige Tropfen Chloroform 
geveben, die 10 Eprouvetten wurden auf 24 Stunden in den 
Brutofen gestellt, danach auf 10° entsprechend  bezeichnete 
schiefe Agars abgeimpft. Nach 24 Stunden waren nur die 
Agarrohrchen a,, ¢,, e, steril geblieben, die anderen 7 Rohrchen, 
darunter alle, welche von den mit Chloroformwasser beschickten 
Kulturen abstammten, waren mit einem dicken Rasen bedeckt. 

In aihnlicher Art) wurden Bouillonkulturen mit Thymol- 
wasser versetzt, auf 24 Stunden in den Brutofen gegeben. 
dann auf schiefes Agar weitergeziichtet. Auch hier ging aul 
allen den 5 Agarroéhrchen dichter Rasen auf, 

Die mitgeteilten Versuche ergeben demnach folgendes: 

Das Versetzen von Reinkulturen von Stuhlbakterien oder 
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das Versetzen einer Mischung dieser Bakterien mit Toluol, 
Chloroform, Thymol oder Fluornatrium geniigt nicht, um die 
Bakterien innerhalb 24 Stunden*) abzutOten. Ob eine teilweise 
Abtétung und dadurch eine Verringerung der Keime. stattfindet, 
ibt sich bei dieser Versuchsanwendung nicht entscheiden. 
Die Frage, ob diejenigen Bakterien, welchen die Fiihigkeit, 
proteolytische Fermente zu bilden, zukommt, diese Fermente 
auch unter dem Einflui der genannten Antiseptica pro- 
duzieren imstande sind, wird durch den Ausfall dieser Ver- 
suche nicht tangiert. 


IV. 

Die Resultate der vorliegenden Versuche sind die folgenden: 

1. Stiirkere Trypsinl6sungen — und zwar die Losungen, 
welche stiirker sind als eine 0,2° vige LOsung des Griiblerschen 
Trypsins — werden durch die 24stiindige Einwirkung von Toluol, 
Chloroform, Thymol und Fluornatrium weder in ihrer’ fibrin- 
verdauenden noch in ihrer gelatineverdauenden Wirkung 
irgendwie geschidigt. 

2. Schwiichere TrypsinlOsungen werden durch den Zusatz 
der genannten Antiseptica in ihrer Wirkung auf Gelatine und 
Kiweib geschadigt, je geringer die Konzentration ist, desto mehr. 

3. Nach 24stiindiger Einwirkung von Toluol, Fluornatrium, 
Chloroform oder Thymol ist der Nachweis der tryptischen 
Kraft einer 0,02°,oigen Trypsinldsung mit Hilfe der Fibrinflocke 
nicht mehr modglich. Eine Verzégerung der Verdauung der 
Fibrinflocke ist nach 24stiindiger Einwirkung von Toluol bei 
Priifung einer 0,O8°/oigen Trypsinlésuug, von Fluornatrium bei 
Priifung einer 0,06°/oigen, von Chloroform bei Priifung einer 
oigen, von Thymol bei Priifung einer 0,1°/oigen Griibler- 
schen Trypsinlésung nachweisbar, 

4. Die Priifung auf tryptisches Ferment mit Hilfe von 
Gelatine, welche in Mettsche Rohrchen eingefiillt’ ist, gibt 
noch bei einer Trypsinkonzentration von 0,005 g Griiblersches 


*) In dem erwiihnten Versuche mit Fluornatrium $geniigte auch 
eine 72stiindige Mischung zur Abtétung der Bakterien nicht. 
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Trypsin in 100 ccm 1°/ciger Sodalésung deutlich ablesbare und 
zu quantitativen Vergleichen brauchbare Resultate. 

Nach dieser Methode sich ein geringer schiidigen- 
der Einflu{B von Thymol auf eine 0,2°/oige Griiblersche Tryp- 
sinlosung, ein deutlicher schiidigender Einflu{B von Thymol, 
Chloroform, Fluornatrium und Toluol auf eine 0,05°/oige Trvp- 
sinlosung —- nach 24stiindiger Einwirkung der Antiseptica — 
nachweisen., 

6. AuBerdem scheint die Anwesenheit der Antiseptica 
withrend der Verdauung der Gelatine ein schiidigendes Moment 
zu sein. 

7. Die genannten Antiseptica verhalten sich gegen Bakterien 
ihnlich wie gegen Fermente. Eine geringe Menge von Bak- 
terien wird — nach Arbeiten anderer — durch die Einwirkung 
der Antiseptica abgetotet. Grobe Mengen von Bakterien, wie 
sie in Gemischen von Reinkulturen enthalten sind, werden von 
Antiseplicis wohl geschiidigt werden, aber durch 24stiindige 
Kinwirkung derselben nicht abgetotet. 

Kin essentieller Unterschied zwischen fermentativer und 
bakterieller Spaltung libt sich daher aus dem Verhalten von 
Kermenten und Bakterien gegentiber den Antisepticis nicht 
konstruieren, 

K's ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. Dr. Mauthner 
meinen besten Dank fiir seine Unterstiitzung und sein Interesse 
an dieser Arbeit auszusprechen, 
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Der menschlichen Placenta fettassimilierende Funktion. 


Vorlaufige Mitteilung. 
Von 
J. Hofbauer, Wien. 


(Der Redaktion zugegangen am 21. August 1903.) 


Die von Physiologen und von gynikologischer Seite des 
fteren ventilierte Frage betreffs des Uberganges kérperfremder 
Substanzen auf den Foetus hat trotz der vielfachen Arbeiten 
iiber dieses Thema fast nach keiner Richtung hin eine befrie- 
digende Lésung erfahren, ist selbst tiber die Beeinflussung der 
drei wichtigsten Gruppen organischer Nihrstoffe (— EiweiB, Fett, 
Kohlehydrate —) durch die Placenta kaum zu einem nennens- 
werten, geschweige denn einem alle Zweifel ausschlieBenden 
Resultate gelangt. Noch gehéren unsere Vorstellungen tiber 
die Vorgiinge des antenatalen Stoffwechsels gréBtenteils in den 
Bereich der Hypothese, und selbst tiber Fragen, ob beispiels- 
weise dem Fruchtwasser eine wesentliche Rolle bei der Er- 
nihrung des Foetus zufiillt, herrscht rege Kontroverse. Das 
Dunkel auf diesem Gebiete schwindet erst, sobald der fiihrende 
Weg der beziiglichen Untersuchung gefunden erscheint, wobei 
die sonstigen Errungenschaften auf biologischem und_ bio- 
chemischem Gebiete herangezogen werden kénnen. 

«Die Placenta stellt die Verbindung mit dem miitterlichen 
Organismus her und ist dadurch gleichzeitig Atmungs- und 
Ernahrungsorgan der Frucht.» (Schauta.) DaB es nicht allein 
Vorgiinge der Diffusion sein konnen, die bei der Ernihrung und 
beim Aufbau des Embryo statthaben, war zur Evidenz erwiesen, 
als Kolster auf die Versorgung des Embryo mit dem zu 
seinem Aufbau notigen Eisen hinwies. («Die Embryotrophe 
placentarer Siiuger», Anatom. Hefte LIX und LXV.) Im Gegen- 
satz zum dotterreichen Vogel- und Reptilienkeim muf das 
dotterarme Ei der Siiuger bei seiner Entwicklung und der 
Ausbildung der Blutscheiben Eisen von auf en  zugefiihr! 
bekommen; da nun das miitterliche Blutplasma diesen Stoll 
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nicht in geldéster Form enthiélt, derselbe vielmehr an die roten 
Blutscheiben gebunden erscheint, so miissen hier andere Vor- 
ginge als blo& Osmose zur Geltung kommen. Nun wohnt den 
das Ei aufen bekleidenden zelligen Klementen (Chorionektoderm) 
die Fahigkeit inne, gewisse Stoffe aus der Umgebung aufzu- 
nehmen und zu verarbeiten und Bonnet und Strahl konnten 
bei verschiedenen Klassen der Séuger eine Aufnahme von zer- 
fallenden roten Blutkérperchen und von Himatoidinkrystallen 
seitens dieser Zellen nachweisen. Vorher schon hatte Werth 
(Arch. fiir Gynak. Bd. XX) im Hinblick auf die Titigkeit der 
Darmzotte darauf hingewiesen, daB «man auch zu einem vollen 
Verstiindnisse der Grundbedingungen, unter welche die Ent- 
wicklung des Foetus gestellt ist, nicht anders gelangen wird. 
als durch die Annahme eines héchstaktiven und spezifischen 
Angreifens der Zelltétigkeit an der Oberfliiche des foetalen Er- 
nihrungsorganes in den Erniihrungsvorgiingen». War ja auch 
von Hoppe-Seyler (Physiologische Chemie, Berlin 1881) 
darauf hingewiesen worden, dai es Resorptionsorgane gebe, 
welche sich der Deutung als osmotische Prozesse nicht fiigen, 
vielmehr auf Mitwirkung der lebenden Epithelzelle hinweisen, 
die Spina (Uber Resorption und Sekretion, Leipzig 1882) als 
motorische deutete. Chronologisch richtig mub Harvey, 
der Entdecker des placentaren Kreislaufs, als derjenige ange- 
sehen werden, der zuerst die Placenta als Verdauungsorgan 
auffaBbt (Exercitationes de generatione animalium 1651), indem 
nach seiner Ansicht die Placenta «succum alibilem a matre 
provenientem nutriendo foetui porro concoquit». Auch Monro 
(Medic. Essais and observat. ete. Vol. Il, 1737) behauptet, dab 
die Nahrungsfliissigkeit des Foetus durch die Wurzeln der 
Nabelgefiibe aus Blutsinus des Uterus ebenso aufgenommen 
wird, wie es durch die MilchgefaBe im Darm geschieht; in 
ahnlichem Sinne auch Haller (Anfangsgriinde der Physiologie, 
Bd. VIII 1776). 

Ist es nun unsere Absicht, in dem enge gesteckten Rahmen 
der vorliegenden Abhandlung blof den Modus der Aufnahme 
von Fetten seitens der Placenta und deren weitere Verarbeitung 
kennen zu lernen, so bietet zuniichst die Literatur iiber diese 
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Punkte nur wenig bestimmte Angaben. Mars hatte 15 trich- 
tigen Kaninchen unter anderem auch Fett in den Kreislauf 
injiziert und die Gegenwart desselben im Blute des Foetus 
nachgewiesen. («Uber den Ubergang geformter Elemente aus 
dem Kreislauf der Mutter in den des Foetus», ref. Zentralbl. 
fiir Gyn. 1881.) Dagegen konnte Ahlfeld nur Spuren von 
Fett als Atherextrakt aus dem Blute der Foeten nach Fett- 
fiitterung der Muttertiere erhalten. «Durch diese Versuche ist 
somit festgestellt, da auch déuBberst feine Fettmolekiile nicht 
durch die placentare Scheidewand hindurchwandern.» (Ahlfeld, 
Zentralbl. fiir Gyn. 1877.) Bei Marchand (Beobachtungen 
an jungen menschlichen Eiern, Anatom. Hefte 1903) findet sich 
eine kurze Angabe iiber den Nachweis von Fett im Chorion- 
ektoderm. Uber analoge Befunde bei der Maus berichtet 
Sobotta. (Arch. fiir mikroskop. Anat. 1902.) 

Zur physiologischen Analyse der Vorgéinge, welche in 
der menschlichen Placenta bei der Aufnahme von Fett aus dem 
miitterlichen Blute statthaben, schlug ich bei meinen Unter- 
suchungen den Weg ein, daBb ich Teile der Placenta aus den 
verschiedenen Schwangerschaftsmonaten unmittelbar nach 
ihrer Gewinnung in osmiumsiurehaltige Fliissigkeiten bringen 
lie} und nachtriiglich verarbeitete. Zur Anwendung kamen 
eine halbprozentige OsmiumsiiurelOsung solche,  ferner 
Chrom-Osmium-Eisessigmischung nach Flemming, Platin- 
chlorid-Osmium-Essigsiiurelosung nach Hermann: die Schnitte 
wurden teils ungefiirbt untersucht, teils mit Saffranin, Alaun- 
karmin, Holzessig weiterbehandelt. 

Am instruktivsten erscheinen ungefiirbte, mit Glycerin 
oder Syr. Laevulosae aufgehellte Schnitte, da auch allerkleinste 
Fettpartikelchen hier deutlich zur Anschauung gebracht werden 
konnen. Kontrollpraparate dienten mit Formalin fixierte 
und Scharlach R. (nach Kischensky) gefiirbte, resp. mit 
Sudan Ill behandelte Schnitte, da wir nach Angabe des ge- 
nannten Autors in obigem Tinktionsmittel ein wesentliches 
Unterstiitzungsmerkmal fiir Organuntersuchungen auf Fett be- 
sitzen (Zieglers Beitr. XXXII). 

Uberblicke ich meine nun zu einem gewissen Abschlusse 
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gelangten Untersuchungen, so laBt sich, die Resultate derselben 
zusammenfassend, sagen, dai die Chorionzotte der mensch- 
lichen Placenta in bezug auf die Aufnahme der Fette, 
sowohl nach der Struktur der Elemente als hinsichtlich 
der Verteilung und weiteren Verarbeitung mannig- 
fache Ahnlichkeiten mit denbeziiglichenBeobachtungen 
an der Darmzotte aufweist, ja dali wir nach vielfacher 
Richtung von einer volligen Ubereinstimmung beider 
Gebilde sprechen dirfen. 

An dem Querschnitt einer Chorionzotte aus dem zweiten 
Schwangerschaftsmonate beispielsweise sehen wir an dem 
breiten, die Zotte umkleidenden Zellmantel das Syneytium 
mit Fettkornchen vollgepfropft. Bei niherer Betrachtung unter- 
scheidet man an diesem Syncytium einen biirstenbesatz von 
wechselnder Hohe, der ebenso wie am Darmepithel aus _palli- 
sadenartig aneinander gereihten lebendigen Staébchen besteht, 
darunter eine durch zahlreiche helle Liicken durchbrochene 
Schicht und darunter die mehr gleichmiibige und opake, mit 
Kernen versehene Grundschicht, die sich in mehr minder breiten 
Fortsiitzen zwischen die Reihen der Langhans-Zellen vor- 
schiebt. Die Breite der genannten Schichten ist an den einzelnen 
Zotten derselben Placenta eine auferordentlich variierende; 
noch grobere Unterschiede sieht man, wenn man die Zotten- 
vebilde verschiedener Placenten untereinander vergleicht, und 
es ist mehr als wahrscheinlich, daf die Héhe der genannten 
Zonen nur den Ausdruck des jeweiligen physiologischen Funktions- 
zustandes derselben darstellt. In dem Biirstenbesatz ist an ein- 
zelnen Priiparaten mit Bestimmtheit die Gegenwart von Fett- 
molekiilen nachweisbar, ahnlich wie dies Kischensky (lI. 
fir das Epithel der Darmzotte nachgewiesen hat. Die itiber- 
wiegende Mehrheit des Fettes aber zeigt sich, meist in Gestalt 
kleiner und kleinster Trépfehen, in der opaken Hauptmasse 
des Syncytiums zwischen den Kernen, die Kerne selbst sind 
frei davon. 

In der weiteren Verfolgung sieht man dann das Fett in 
den Fortsiitzen des Syneytiums zwischen den Zellen der 
Langhans-Schicht, stellenweise aber mit Bestimmtheit auch 


ved 
4 
at 
ot 
fing 
ty 
ay 
3 


462 J. Hofbauer, 


im Plasma der Langhans-Zellen, ebenso in dem Raum zwischen 
diesen Zellen und der Grenzmembran gegen das eigentliche 
Chorionbindegewebe. Im stratum proprium der Zotte lassen 
sich weiterhin die Fettkérnchen auf bestimmten schmalen Bahnen 
gegen die Mitte hin verfolgen, Bahnen, von denen es zunichst 
unentschieden bleiben mag, ob dies priaformierte Kanalchen 
(Lymphriiume) sind oder untereinander in Verbindung stehende 
pericelluliire Riiume der Bindegewebszellen und ihrer Ausliufer. 
Tatsiichlich sieht man bei Betrachtung mit Immersionssystemen 
die hintereinandergereihten FettkOrnchen zu beiden Seiten der 
Liinge nach hiufig von einem deutlichen Kontur eingeschlossen, 
der sich nach auBen hin bis zur membrana limitans verfolgen 
lafbt. Ferner findet man Fettmolekiile in den Endothelien der 
foetalen Zottengefiibe, respektive in den zelligen Gebilden ihrer 
Wandung schlieBlich auch frei im Lumen der Gefiibe 
selbst. SchlieBlich ist ziemlich reichliches Fett in dem Plasma 
jener Zellen nachweisbar, die jiingst von mir als «bisher un- 
bekannte Formelemente in der Chorionzotte der menschlichen 
Placenta» demonstriert und beschrieben wurden (Wiener 
Klin. Wochenschr. 1903, Nr. 30). Als wichtiges Merkmal dieser 
Zellen wurde dort das Vorhandensein von mehr minder reich- 
lichen, um den zentralen oder exzentrisch gelegenen Kern ange- 
ordneten Vakuolen hervorgehoben, tiber ihre physiologische Be- 
deutung aber die groBte Reserve beobachtet. Jetzt, nach den 
Erfahrungen iiber das Verhalten dieser Elemente bei der Fett- 
resorption, driingt sich immer mehr die Annahme auf, daB es wolil 
Gebilde seien, die der Phagocytose und Assimilation dienen, zumal 
in deren Zelleib bei Osmierung und nachtraglicher Saffranin- 
fiirbung auber Fett auch zahlreiche Granula auftreten, die in 
ihrer Fiirbung an die des miitterlichen Haémoglobins erinnern. Da 
solehe Granula auch in den Vakuolen dieser Zellen zu sehen sind, 
so kOnnen dieselben kaum als primire Bestandteile des Cyto- 
plasmas aufgefabt werden, sondern moégen eher durch Phago- 
eytose dorthin gelangt sein. Derartige Zellen lassen sich nach 
Kischensky (l. ¢.) auch in der Wand des Magendarmkanals 
und in der Umgebung der Lymphfollikel des Diinndarmes nach- 
weisen, desgleichen im Lumen der BlutgefaBe der Magen- und 
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Darmwand. Altmann und Arnold schreiben diesen «KoOrner- 
zellen» eine grobe Rolle im Prozesse der Fettassimilation in 
der Zelle zu (Anatom. Anzeiger, Bd. XVIII, Nr..17, und «Uber 
FettkOrnchenzellen», Virch. Archiv, 163), und in meinem oben 
zitierten Vortrage hatte ich bereits darauf hingewiesen, daB 
derartige Zellen auch im Lumen der ChorionzottengefiBe nach- 
weisbar waren. 

DaB bei Untersuchungen an Placenten spiterer Schwanger- 
schaftsmonate gewisse Unterschiede gegeniiber dem eben ge- 
schilderten Verhalten der Fettverteilung, entsprechend dem 
Schwund der Langhans-Schicht und der Verschmalerung des 
Syncytiumbelags, kenntlich sind, ist wohl einer besonderen 
Betonung iiberfliissig. Hervorzuheben ist, dab Fett stets, auch 
bis zur volligen Reife der Placenta, vom Syncytium aufgenommen 
wird, von wo aus dasselbe insbesondere in die zelligen Gebilde 
der Wandung der GefiiBe gelangt und in das Lumen derselben. 

Die vielfachen Beriihrungspunkte, die sich somit beim 
Studium der Aufnahme von Fett seitens der Chorionzotte und 
des Darmes ergeben, modgen zuniichst, was die Fette betrifft, 
zugunsten der Ansicht Harveys sprechen, «die Placenta sei 
ein Verdauungsorgan». Was die Verwertung der aufgenommenen 
Fette im Foetalleib anbelangt, so diirften dieselben verschiedenen 
Zwecken dienen: Zum Aufbau des Fettgewebes als solehen, zur 
Bildung vielfacher Gewebselemente, von denen wir nach den 
neuen Untersuchungen von Unna und Sata wissen, dab Fett ein 
wichtiger und regelmifig vorkommender Bestandteil derselben 
ist (Zieglers Beitr., Bd. XXVII) zum Schutze der Eiweil- 
substanz vor Zerfall, indem die Fette nach erfolgter Oxydation 
mit ihrem calorischen Aquivalent einen Teil des Kérperhaus- 
haltes decken. Die treibende Kraft, welche in der Darmzotte 
das aufgenommene Fett in die Abzugswege gelangen labt, stellen 
die kontraktilen Biindel der Zottenmuskeln dar, die bei ihrer 
Kontraktion das Chylusgefif erweitern (Graf Spee, Archiv 
f. Anat. von His 1885), bei der Chorionzotte miissen wir hier 
an die Gestaltsverainderungen des amdbengleichen Syncytium- 
mantels denken. 
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Uber das Auftreten von Monoaminosauren im Harn von 
Kaninchen nach Phosphorvergiftung. 


Von 


Emil Abderhalden und Peter Bergell. 


(Aus dem I. chemischen Institute der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. August 1903.) 


Das B-Naphtalinsulfochlorid eignet sich, wie wir bereits 
in einer friheren Arbeit') gezeigt haben, sehr gut zum Nach- 
weis selbst kleiner Mengen von Aminosiuren im Harn. Mit 
dieser Methode versuchten wir die Frage zu entscheiden, ob 
und welche Aminosiiuren bei der Phosphorvergiftung im Harne 
auftreten. Die Versuche wurden vorliufig an Kaninchen aus- 
gefthrt. 

Mit Bestimmtheit konnten gréBere Mengen von Glykokoll 
nachgewiesen werden. In geringer Menge trat daneben eine 
optisch aktive Aminosiure auf. 

Die Versuche sollen auch auf karnivore Tiere ausgedehnt 
werden. 


Experimenteller Teil. 


Versuch I: Ein Kaninchen von 1750 g Gewicht erhielt 
am 12., 15., 16. und 17. Juni je 1 mg Phosphor als Oleum 
phosphoratum subkutan. Der Harn war wiihrend dieser Zeit 
stets dunkel gefiirbt und ergab bei der in gewohnter Weise 
(1. ¢.) angestellten Reaktion mit B-Naphtalinsulfochlorid beim 
Ansiiuren nur eine Triibung. Am 18., 19., 23. und 25. Juni 
erhielt das Tier je 8 mg Phosphor. Am 26. Juni starb das- 
selbe. Vom 19. Juni an war der Harn hell gefarbt und gab 


') Emil Abderhalden und Peter Bergell, Der Abbau der 
Peptide im Organismus. Diese Zeitschr., Bd. XXXIX, Heft 1, 5.9. 1905. 


eg 

7 


Auftreten von Monoaminosiuren im Harn von Kaninchen ete. 400 


eine reichliche Fiallung eines krystallinischen, optisch inaktiven 
Naphtalinsulfoderivates, das bei 213° schmolz. Die Analyse 
ergab, dal wahrscheinlich ein Gemisch vorlag. 

Der am 25. Juni gelassene Harn gab eine bei 146° 
schmelzende Verbindung. Zur Analyse wurde bei 100° ge- 
trocknet. 

0,1694 g Substanz gaben 0,3433 g CO, und 0,0655 ¢ H,O. 

00,1728 » > > 7,8 ccm N (20°; 755 mm). 

Gefunden : 55,27. C, 4,29%o H, N. 

Versuch II: Zwei ca. 750 g schwere Kaninchen erhielten 
am 15. und 16. Juli je 2 mg, am 17. und 18. Juli je 3 mg 
Phosphor. bBeide Tiere starben am 19. Juli. Am 17. konnte 
zum erstenmal eine krystallisierte B-Naphtalinsulfoverbindung 
in grOferer Menge isoliert werden. Die Harnmenge betrug 
175 eem. Die Menge der wiederholt mit Tierkohle behandelten 
und aus verdiinntem Alkohol umkrystallisierten Substanz betrug 
1.2 g. Sie schmolz bei 146° (unkorr). Ihre alkalische, wie 
alkoholische Losung drehte das polarisierte Licht nach links. 

Da es sich nach den bisherigen Resultaten zweifellos 
um Gemische der Derivate verschiedener Aminosiiuren handelte, 
wurde der Versuch einer Trennung itiber Salze vorgenommen. 
Als wahrscheinlich wurde nach Analyse und Eigenschaften 
angenommen, dah Mengen von Glykokoll vorlagen. 

Um Gemische von Aminosiuren oder Peptiden mit Hilfe 
ihrer B-Naphtalinsulfoverbindungen trennen zu konnen, kann 
man in manchen Fallen die Baryum- oder Calciumsalze benutzen. ') 
Das Baryumsalz des B-Naphtalinsulfoglycins ist in kaltem Wasser 
hetraéchtlich schwerer léslich als die entsprechenden Salze der 
6-Naphtalinsulfoderivate der meisten anderen Aminosiiuren. 

Zur Trennung des vorliegenden Gemisches wurde das- 
selbe mit der cirka 20fachen Menge Wasser iibergossen, und 
hierauf vorsichtig sovie! Ammoniak zugefiigt, als zur Losung 
desselben erforderlich war. tiberschiissige Ammoniak 


‘!) Emil Fischer und Peter Bergell, Uber die Derivate einiger 
Dipeptide und ihr Verhalten gegen Pankreasfermente, Ber. d. deutsch. 
chem. Gesellsch., Bd. 36, S. 2597. 1903. 
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wurde weggekocht. Zur erhaltenen Losung wurde _ hierauf 
Chlorbaryumlésung zugefiigt. Es erfolgte sofort eine voluminése 
weifie Fallung. Dieselbe wurde abgesogen und mit Salzsiure 
in der Kalte umgesetzt. Der Schmelzpunkt der freien Siure 
war nunmehr nach einmaligem Umkrystallisieren aus heifem 
Wasser auf 157—158° (korr.) gestiegen. Nach nochmaliger 
Reinigung tiber das Barytsalz zeigte die Substanz den Schmelz- 
punkt des 6-Naphtalinsulfoglycins 159° (korr.) und ergab nach 
dem Trocknen bei 100° folgende Analysenzahlen: 

0.1635 g Substanz gaben 0.3255 g CO, und 0,0624 g H,0. 
Berechnet fiir C,,H,SO, NH- CH, - COOH: 54,34% und 4.15% H. 
Gefunden 54,29 CG und 4,24°/o H. 

Das Filtrat des schwerléslichen Barytsalzes drehte das 
polarisierte Licht nach links. Beim Ansiuren fiel ein Ol aus, 
das allméhlich erstarrte. Zur Analyse reichte die Substanz 
nicht aus. 

Die Menge des am 18. Juli gelassenen Harnes betrug 
90 ccm. Isoliert wurden 0,9 g eines zum weitaus gréften Teil 
aus B-Naphtalinsulfoglycin bestehenden Gemisches. 

Versuch Ill: Ein Kaninchen von 950 g wurde mit 
groben Dosen von Phosphor vergiftet. Es erhielt am 18. Juli 
3 mg Phosphor subkutan, am 19. Juli 4 mg und am 20. Juli 
5 mg. Am 20. Juli ging das Tier ein. Der gesammelte Harn 
betrug 175 ecm. Das isolierte wog 
1,2 g. Dasselbe wurde, wie oben angegeben, mit Hilfe des 
Barytsalzes getrennt. Auf er dem bei 159 (korr.) schmelzen- 
den B-Naphtalinsulfoglycin wurde dabei eine Verbindung isoliert, 
deren Barytsalz leichter léslich war als das des B-Naphtalin- 
sulfoglycins, welches nach links drehte und bei 151° schmoldz. 
Wahrscheinlich lag ein Gemisch vor. 

Der Versuch zeigt, da®B auch bei sehr rasch verlaufender 
Phosphorvergiftung Glykokoll im Harne erscheint. 
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Zur Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 


Von 
Dr. Hans Malfatti. 


(Der Redaktion zugegangen am 22. August 1903.) 


In jiingster Zeit haben Fr. Kutscher und H. Steudel 
(Zeitschr. f. physiol. Chemie Bd. XXXII, S. 12) die Anwendbarkeit 
der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl fiir physiologische 
Zwecke stark zweifelhaft gemacht, indem sie bei einer Reihe 
von K6érpern, in erster Linie bei Kreatin und Kreatinin, unter 
Anwendung der genannten Methode um ein Bedeutendes zu 
geringe Stickstoffwerte fanden. Dieses fiir alle physiologischen 
Chemiker unerwartete und unerfreuliche Forschungsresultat 
war fiir mich um so auffallender, als ich schon zu wieder- 
holten Malen Kreatinin und speziell Kreatininchlorzink nach 
Kjeldahl bestimmt hatte, ohne andere als die zu erwartenden 
Werte zu erhalten. Auch Adalbert Gregor hat in seinen 
gleichsinnigen, im hiesigen Laboratorium angestellten Unter- 
suchungen (Zeitschr. f. physiol. Chemie Bd. XXXI, S$. 103) das- 
selbe Resultat gewonnen. 

Kutscher und Steudel geben selbst an, dai wohl unter 
bestimmten Versuchsbedingungen auch richtige Werte des 
Kjeldahlstickstoffs erhalten werden kénnten; somit mubte auch 
zur Aufklirung des hier vorliegenden Widerspruchs an den 
KinfluB der Methode gedacht werden. 

Im Verkehr mit physiologischen Chemikern kann man 
die Erfahrung machen, da’ fast ein jeder sich seine eigene 
Methode der Kjeldahloxydation zurechtgemacht hat, die er mehr 
oder weniger energisch als die beste bezeichnet: die Methode 
also, die ich mir schon, seit ich solche Bestimmungen mache, 
auswihlte, ist die folgende: Die Substanz wird im Kjeldahl- 
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kolben, gewOhnlich ohne Zusatz von Kupfersulfat oder Queck- 
silber, mit etwas weniger Schwefelsiure, als gewOhnlich vor- 
geschrieben wird, verkocht, bis sie sich in eine ruhig siedende 
braune Fliissigkeit verwandelt hat. Dann lift man den Kolben 
erkalten und fiigt eine ausreichende Menge wisseriger LOsung 
von Kaliumpermanganat zu und erhitzt wiederum bis zur voll- 
stiindigen Vertreibung des Wassers und voller Entfarbung. 

Man kann also diese Durchfiihrungsart der Kjeldahl- 
bestimmung verantwortlich machen fiir das Gelingen der Stick- 
stoffbestimmungen beim Kreatinin; ich aber im_ vor- 
liegenden Falle auch an den Umstand denken, daf ich, soweit 
ich mich erinnere, sowohl das Kreatininchlorzink als auch das 
Pikrat stets samt dem Filter verarbeitet hatte. Die Beimengung 
eines leicht oxydablen Stoffes, wie Filtrirpapier oder Watte, 
konnte ja die Energie der Oxydation beeinflubt, vielleicht auch 
die Bildung eines fiiichtigen stickstoffhaltigen KOrpers verhindert 
haben. Diesem Gedanken entsprechend, wurden einige auf- 
kliirende Versuche unternommen. 

Als Versuchsobjekt diente ein aus Harn dargestelltes 
Kreatinin, das infolge einer Kreatinbeimischung einen Stick- 
stoffgehalt von durchsechnittlich 32°/0 zeigte. Um sicher ver- 
gleichbare Zahlen zu erhalten, wurde dasselbe zu den Ver- 
suchen als wiisserige 1° oige L6sung angewandt. Diese LOsung 
zeigte nach Dumas 32,0—832,1—32,14°/o Stickstoff. Wurden 
nun (gewOhnlich) je 10 cem dieser Lésung nach Kjeldahl! 
mit Schwefelsiiure mit oder ohne Zusatz von Kupfersulfat 
verbrannt, wobei keine Fiirbung der Fliissigkeit auftrat, und 
dann nach dem Abkiihlen mit gepulvertem Kaliumpermanganat 
oxydiert, so ergaben sich die Werte: 27,8—28,9—30,33_ bis 
—31,9%/o. Die letzte dieser Stickstoffzahlen wurde erhalten 
in einem Versuch, bei welchem nur eine minimale Menge 
Permanganat zugesetzt. worden war, der Wert 31,8°/o0 bei 
Verliingerung der Kochzeit auf fast eine Stunde ohne Kupfer- 
sulfat. Bei Oxydation mit Kupfersulfat allein ohne Permanganat 
wurden 30.25°/o gefunden; bei Anwendung von metallischem 
Quecksilber jedoch die richtigen Werte 32,0 und 32,3°/o. 

Ks wurde nun die Kreatininldsung in den Kolben mit 
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einem Stiick asche- und stickstoffreien Filtrierpapiers oder mit 
etwas Zucker versetzt und mit kleinen belanglosen Modifikationen 
nach der von mir oben beschriebenen Durchfiihrungsart der 
Kjeldahlbestimmung verbrannt: es ergaben sich in 10 Ver- 
suchen Werte, die zwischen 31,9 und 32,4°,0 sechwankten. Das 
heibt, die gewonnenen Prozentzahlen waren innerhalb der 
Fehlergrenzen richtig: woher es kommt, dali einige Zahlen 
hoher liegen als die nach Dumas gefundenen, wiihrend man 
im allgemeinen das Gegenteil erwarten sollte, mir un- 
erklarlich. 

Irregeleitet durch einige Vorversuche, in welehen trockenes 
mit Filtrierpapier kjeldahlisiertes Kreatinin Stickstofi- 
werte ergeben hatte, als ohne diesen Zusatz, hatte ich anfanglich 
geglaubt, der Beimengung  stickstoffreier organischer Substanz 
den richtigen Ausfall der Bestimmungen zuschreiben zu sollen 
(daher die gréBere Anzahl der diesbeztiglichen Versuche). Es 
stellte sich aber heraus, dafi das nicht der Fall war, denn als 
ich die obenerwiihnte KreatininlOsung unter Zusatz von Filtrier- 
papier kjeldahlisierte und dann mit Permanganatpulver oxydierte, 
ergaben sich die fehlerhaften Werte 30,8) und 31,2" und 
andererseits wurden beim ZerstOren der Substanz ohne einen 
Zusatz, jedoch unter nachtraéglichem Oxydieren mit Permanganat- 
losung die richtigen Werte 31,9—32,0—32,2—32,2",0 gefunden. 

Daraus ergibt sich, dafi nur die Verwendung der wiisserigen 
Losung von Permanganat an Stelle des festen Salzes den richtigen 
Ausfall der Stickstoffbestimmungen beim Kreatinin bedingten. 
Wie lift sich das nun erkliren ? 

Die Oxydation im Kjeldahlkolben. stellt sich als ein 
ziemlich komplizierter Vorgang dar. Wihrend einerseits die 
C-, H-, S- und P-Atome einer Verbindung mit Sauerstoff anheim- 
fallen, mu’ an das N-Atom, den besonderen Verhiiltnissen bei 
demselben entsprechend, Wasserstoff angelagert werden. Dieser 
Wasserstoff stammt in der Regel aus dem Wasser, welches sich 
bei der Oxydation der Substanz oder bei der Dissociation der 
entstehenden schwefligen Siure bildet. Dieses Wasser kann 
aber trotz des tiberhitzten Zustandes, in welchem es sich im 
Momente seines Entstehens befindet, nur dann Wasserstoff zur 
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Ammoniakbildung abgeben, wenn dem Sauerstoff ein gentigend 
stark reduzierender Kérper zur Verfiigung steht, um die Spaltung 
des Wassermolekiils zu erméglichen. Bei sehr stickstoffreichen, 
aber kohlen- und wasserstoffarmen, auch bei sehr schwer 
oxydierbaren Atomkomplexen kann aber sehr leicht der Fall 
eintreten, die letzteren Bedingungen nicht mehr erfiillt 
sind, und dann mu entweder das Molekiil doch zerfallen und 
freier Stickstoff entweichen, oder aber, was das Wahrschein- 
lichere ist, die Reaktion verlangsamt sich oder hért ganz auf, 
so stickstoffhaltige Atomkomplexe tibrig bleiben, die nicht 
Ammoniak sind. Man versuche nur, die Reaktion zwischen 
Guanidin und Schwefelsiure im Formelbilde darzustellen, um 
die genannten Moglichkeiten ersichtlich zu machen. 

Gerade das Ubrigbleiben von Stickstoff in nicht ammoniak- 
artiger Bindung macht es bei Durchfiihrung der Kjeldahl- 
bestimmung notwendig, zum SchluB noch mit Hilfe eines 
kriiftigen Oxydationsmittels auch diese letzten Komplexe zu 
zerspalten. Wenn aber diese Spaltung und Oxydation erzwungen 
wird, ohne dah gleichzeitig das zur Ammoniakbildung notige 
Wasser zugefiihrt wird, so ist es leicht moéglich, daf in ge- 
wissen Fiillen ganz bedeutende Stickstoffverluste eintreten. 
Gerade beim Kreatin und Kreatinin, wo die verbleibenden 
Reste wohl wahrscheinlich guanidinartig sind, ist Verlust durch 
Bildung von freiem Stickstoff zu erwarten. 

Abnliche Erwiigungen waren es, welche mich schon bei 
meinen ersten Kjeldahlbestimmungen, die ich an KOrpern der 
Harnsiiuregruppe ausfiihrte, bewogen, die Oxydation mit wésseriger 
Losung von Permanganat auszufiihren. In den eben angefiihrten 
Versuchen haben sich diese Erwiigungen als richtig erwiesen. 

Sehr deutlich kann man den schiadigenden EinfluB der 
Oxydation ohne Anwesenheit von Wasser beobachten, wenn 
man trockenes Permanganat im Kjeldahlkolben in konzen- 
trierter Schwefelsiure in der Kalte auflést und in die griine 
Fliissigkeit gewogene Mengen einer sehr stickstoffreichen Substanz 
eintriigt und dann die Kjeldahlbestimmung wie gewohniich 
durchfiihrt. Kreatinin und Guanidin (das im iibrigen den friiher 
beschriebenen Versuchen gegeniiber sich genau so verhalt wie 
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Kreatinin) verloren so fast die Hialfte ihres Stickstoffs, und 
selbst der Harnstoff, der sonst so leicht Ammoniak liefert, 
verlor bei dieser Behandlung ein Viertel seines Stickstoff- 
gehaltes. 

Umgekehrt aber zeigte sich, da wiihrend der Reaktion 
im Kochkolben entstehendes Wasser die vollkommene Oxydation 
des Stickstoffs zu Ammoniak wenigstens dem Kreatinin gegen- 
liber begiinstigte; so ergab, wie schon erwiihnt, die Oxydation 
mit metallischem Quecksilber auch ohne Anwendung von Per- 
manganat richtige, die mit Kupfersulfat aber zu niedrige Werte. 
Als ich in einem Falle am Schlusse der Schwefelsiiurebehandlung 
in die siedende Fliissigkeit statt eines Oxydationsmittels Krystalle 
von Magnesiumsulfat in kleinen Portionen eintrug, ergab sich 
$2,0°/o Stickstoff, und als ich die Bestimmung ohne Oxydations- 
mittel, aber unter Zusatz von reinen Schwefelkrystallen, welche 
dabei zu schwefliger Saure verbrannten, durechfiihrte, ebenfalls 
32,0%/o, hingegen lieferte der Zusatz von Zucker oder Papier 
ohne Oxvdationsmittel nur 29,6 und 30,8°/o Stickstoff, obwohl 
auch hier reichlich Wasser entstehen kénnte. Doch sind bei 
diesen vereinzelten Versuchen zu viele Nebenumstiinde, z. B. Ver- 
liingerung der Siededauer, Erhéhung der Siedetemperatur usw., 
vorhanden, als daf man sie zu sicheren Schliissen verwenden 
konnte. 

Das Lysin und Histidin, fiir welches Kutscher und Steudel 
ebenfalls Stickstoffverluste bei der Kjeldah|bestimmung an- 
fiihren, habe ich nicht untersucht, da ich keinen entsprechen- 
den Vorrat von diesen besitze. Auch die Harnsiure 
untersuchte ich nicht, da ich von friiheren Bestimmungen her 
weib, dafi sie richtige Werte liefert, und andererseits aus den 
von Kutscher und Steudel angegebenen Zahlen deutlich 
hervorgeht, daB bedeutendere Verluste nur bei Zusatz der sehr 
betrichtlichen Mengen von Permanganat entstanden. 

Vom Guanidincarbonat konnte ich mich tiberzeugen, daf 
es bei Oxydation mit wiisseriger PermanganatlOsung (gleichzeitig 
war Filtrierpapier mit verbrannt worden) richtige Stickstoffwerte 
16,3 und 46,59/o (statt 46,69°/o) lieferte; bei Oxydation mit 
Kupfersulfat allein wurden 45,0%/o erhalten, mit Permanganat- 
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krystallen 33,1°/o und bei Eintragen der Substanz in die Losung 
von Permanganat in Schwefelsiiure gar nur 24,9°/o 

“Aus all dem Gesagten geht hervor, dafi bei der Be- 
stimmung des Stickstoffs nach Kjeldahl die abschlieBende 
Oxydation am besten mit wiisseriger PermanganatlOsung durch- 
gefiihrt wird, vielleicht auch mit Quecksilber, oder mit Kupfer- 
sulfat unter Anwendung langer Siedezeit, nicht aber mit festem 
Permanganat. Unter Anwendung der erstgenannten Modifikation 
werden im hiesigen Laboratorium fiir med. Chemie seit Jahren 
sehr zahlreiche KjeldahIbestimmungen durchgefiihrt, und es 
hat sich niemals ein Grund zur Klage ergeben, besonders auch 
in bezug auf Ubereinstimmuug von Doppelanalysen. 

Fiir die Bestimmung neu dargestellter chemischer Korper 
mit noch unbekannten Eigenschaften wird die KjeldahIsche 
Methode allerdings nie beniitzt werden diirfen; darum, und 
weil sie ja bekanntlich fiir viele Korper tberhaupt nicht an- 
wendbar ist, ist sie auch in den rein chemischen Laboratorien 
nicht eingebiirgert worden. Fiir physiologische Zwecke jedoch, 
fiir welche sie jetzt hauptsachlich angewendet wird, ist ihre 
Verwertbarkeit durch die an und fiir sich sehr interessanten 
Mitteilungen von Kutscher und Steudel noch nicht erschiittert, 
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Beschreibung eines Atherextraktionsapparates. 
Von 
Fr. Kutscher und H. Stenudel. 
Mit drei Abbildungen. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. August 1903.) 


Bei unseren Versuchen,'!) brauchbare Methoden zur Be- 
gutachtung des im Handel erscheinenden Fleischextraktes aus- 
zuarbeiten, waren wir genotigt, dem Fleischextrakt die iither- 
ljslichen Bestandteile vollkommen zu entziehen. gribere 
Fliissigkeitsmengen 
mit Ather er- 
schépfen, sind in den 
chemisch - physiolo- 
gischen Laboratorien 
hauptsichlich zwei 
Modifikationen des von Schwarz an- 
gegebenen Atherextraktionsapparates in 
Benutzung, namlich die von Drechsel 
und die von Huppert empfohlene. Wir 
geben in den beigeftigten Abbildungen 
dieselben wieder, wie sievon Drechsel 


und Huppert verdffentlicht worden 
sind. Fig. I stellt den Apparat Drech- 
sels?) Fig. Iden Apparat Hupperts 
dar. 

Wir selbst arbeiteten zunichst haupt- 
siichlich mit dem Apparat Hupperts, 
doch sowohl ihm wie dem von Drechsel 
angegebenen haften einige Mibstande an. 
Ohne weiteres ist aus den beiden Ab- 

Figur |. 

1) Diese Zeitschr., Bd. XXXVIII, S. 101. 
*) Drechsel, Anleitung zur Darstellung physiologisch-chemischer 
Priparate. (Bergmann, Wiesbaden.) 
’) Analyse des Harns von Huppert. (Kreidel. Wiesbaden.) 10. Auf- 
lage, S. 185. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XAXXIX. 33 
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bildungen ersichtlich, daB die Apparate wegen der zahlreichen 
durch Glasréhren dargestellten Verbindungen sehr zerbrechlich 
sind. Weiter bendtigen sie eine betrichtliche Anzahl Kork- 
dichtungen, die bei einem Atherextraktionsapparat niemals 
von Vorteil sein kénnen. SchlieBlich erfolgt in ihnen die Er- 
schopfung der zu extrahierenden Fliissigkeit durch 
den Ather nur langsam, deshalb, weil zuniichst 
schon die Form des ExtraktionsgefiiBes ungiinstig 
ist. Denn im Rundkolben, der sowohl von Huppert vy 
wie von Drechsel benutzt wird, kann der Ather ip 


nur eine moglichst) kurze Fliissigkeitssiiule durch- 
stromen. Da der Ather, 
durch nichts gehindert, | 


schnell den kurzen Weg 

durch die zu extrahierende 

Fliissigkeit zuriicklegen if 
all / 


muf, kann er nur wenig 
Substanz aus der letzteren 
aufnehmen. LA 
Wir empfanden die ge- 

nannten Ubelstiinde — bei : 
unseren Arbeiten recht un- 
angenehm und setzten uns 
daher mit der Fabrik 
wissenschaftlicher  Instru- 
mente von Siebert und 
Kiihn in’ Kassel in Ver- 
bindung, durch die wir einen Atherextraktionsapparat konstruicren 
lieben, der unseren Anspriichen geniigte. Wir geben denselben 
in Fig. Hl wieder, 

Wir wiihlten als) ExtraktionsgefiiB einen langhalsigen, 
zvlindrischen, starkwandigen Kolben. Dieser besitzt am un- 
tersten Teil des Halses ein weites gebogenes Glasrohr, das, wie 
aus der Fig. HL ersichtlich ist, an seinem freien Ende einen 
Glashelm mit Schiiff trigt. In den Glashelm J&Bt sich ein 
leichter Erlenmeyer-holben, der das Verdampfungsgefab fur 
den Ather bildet, volikommen dicht einfiigen. AuBerdem besitz! 


Figur II. 
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der Atherextraktionsapparat als wichtigen Bestandteil noch ein 
frei bewegliches Trichterrohr, das mit Spirale umgeben ist. 
Der Weg, den der Ather in unserem Apparat nimmt, ist 
folgender. Aus dem Erlenmeyer-Kolben gelangt er durch das 
gebogene Glasrohr in den Hals des Extraktions- 
apparates und weiter in den Kihler. Hier kon- | 
densiert er sich, tropft in das Trichterrohr, an 
dessen unterem Ende er in die zu extrahierende 
Fliissigkeit eintritt. Die Fliissigkeitssiiule ist wegen 
der Form, die wir dem Extraktionsgefiiih gegeben 
haben, an sich schon wesentlich langer wie in 
den Apparaten von Huppert und Drechsel, / 


doch wird der Weg, den der Ather durch die | 
Fliissigkeit nehmen noch sehr verlingert, 
dadurch, daB er gezwungen ist, den Windungen A 


der Glasspirale zu fol- Z 
gen. Die Athertropfen, AA 
die die zu extra- 

hierende Fitissigkeit 

durchstrémen, konnen 

aufihrem langen Wege 

sich mit Substanz satti- 

gen und die Extraktion 

erfolgt daher — sehr 

schnell. Nachdem der 

Ather durch die zu 

erschopfende  Fliissig- 

keit hindurch getreten 
ist, fliebt er schheb- 

lich wieder durch das 

am Halse des Extrak- 

lionskolbens befind- 

liche Glasrohr Figur UI. 

den Erlenmeyer-Kolben ab. Bei der Weite des den Ex- 
traktions- und Erlenmeyer-Kolben verbindenden Knierohres 
hindern sich die aus dem Erlenmeyer-Kolben entweichenden 
Atherdiimpfe und der in den Erlenmeyer-Kolben  zuriick- 


ke 


4 
fe 
| 
Se 
ar 


476° Fr. Kutscher und H. Steudel, Atherextraktionsapparat. 


stromende Ather in keiner Weise. Um eine Erwiirmung der 
zu extrabierenden Fliissigkeit vollkommen auszuschlieben, wird 
zwischen das ExtraktionsgefiiBh und den im Wasserbad_ befind- 
lichen Erlenmeverkolben eine breite Asbestplatte eingeschoben, 

Abgesehen von der schnellen Extraktion, die unser Apparat 
ermoglicht, sind die weiteren Vorteile, die er bietet, seine 
Widerstandsfihigkeit, der Mangel an Korkdichtungen und seine 
kompendidse Form. AuSerden kann er auch, da der Erlenmeyer- 
Kolben aus diinnwandigem Glase hergestellt ist, zu quantitativen 
Arbeiten benutzt werden, indem nach Verdunstung des Athers 
und Wassers der Erlenmeyer-Kolben samt Atherextrakt zur 
Wiigung gebracht werden kann. Wir glauben auch in dem 
neuen Apparate die Nachteile vermieden zu haben, die die 
von Schacherl angegebene Zusammenstellung mit sich bringt. 

Der vorbeschriebene Apparat (zum Musterschutz ange- 
meldet), wird von der Firma Siebert und Ktihn in Kassel in vier 
verschiedenen Groen dargestellt. Die Differenzen in der Grobe 
betrefien hauptsiichlich den Extraktionskolben, das Trichterrohr 
und die Spirale. Bei dem kleinsten Apparat fabt das Extraktions- 
gefiih bis zum Abgang des Glasrohres 250 cem, das niachst- 
grofere fabt 500 cem, das folgende 1000 und das grobte 2000 ccm. 
Natiirlich liefert die Firma auf Wunsch auch noch grobere 
Apparate. 
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Zur Methodik der Ammoniakbestimmung. 
Von 


Otto Folin. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Me Lean Hospital fiir Irrenkranke, 
Wawerley, Mass. U.S. A.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. September 1903.) 


Unter dem obigen Titel veroffentlichten Kriiger und 
Reich im letzten Hefte dieser Zeitschrift eine Abhandlung, die 
mir Veranlassung gibt, einige bemerkungen tiber dasselbe Thema 
hinzuzutiigen. Die genannten Forscher haben eine Modifikation 
des Vacuumdestillationsverfahrens zur Bestimmung des Harnes 
beschrieben, das darin besteht, dali das Schaumen verhindert 
und der Siedepunkt des Harnes erniedrigt wird — durch Zusatz 
von Alkohol. 

Es ist mir nun ganz unverstiindlich, wie Kriiger und 
teich diese Modifikation als die ihrige oder als etwas Neues 
mitteilen konnen, ohne irgendwelche bBeriicksichtigung der vor 
mehr als cinem halben Jahre in The American Journal 
of Physiology, S. 348, erschienenen Abhandlung Shaffers.?) 
Diese aus meinem Laboratorium hervorgegangene Mitteilung 
gibt ja genau dasselbe Verfahren an als die zweckmiibigste 
Weise, in der die Vacuumdestillationsmethode zu) Ammoniak- 
bestimmungen im Harne zu handhaben sei. 

Da die Hausmannsche Methode zur Bestimmung des 
Ammoniaks in Verdauungsmischungen in letzter Zeit bei Unter- 
suchungen von Spaltungsprodukten der Eiweibkorper viel An- 
wendung gefunden hat, gestatte ich mir, bei dieser Gelegenheit 
einen am ¥. September 1902 ausgefiihrten Versuch anzufiihren. 


') Referiert im Chemischen Zentralblatt, 1903, Bd. 1, 5. 542; im 
Biochemischen Zentralblatt, 1903, Nr. 6, S. 218. 
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Es handelte sich um Ammoniakbestimmungen in einem 
alten Trypsin-Pepton-Verdauungsgemisch. 

1. 5 com Losung ergab nach Kjeldahl 48,5 ecm 10 

2. 25 cem Losung, nach Zusatz von 5 g Magnesiumsulfat 
und 5 cem 10°, oiger Natronlauge, ergab mit meiner friher 
bescbriebenen Luftstrombehandlung : 

Nach der ersten 1!/4 Stunde 15,8) ccm ®/10 NH,: 


» wWeiteren 34 Stunden 0,5 , 
weiterer 1 Stunde »  » 
« » 1 » Q » » > 


Summa 16,35 ccm ®/10 
3. 25 cem Losung wurden nach Zusatz von 5 g Magnesium- 
sulfat und 5 cem 10°/oiger Natronlauge nach Hausmann ge- 


kocht. 
Das erste 35 minutige Destillat enthielt 16,5 ccm "10 NH,; 
zweiteeinstiindige » » 05 » » » 
vierte » » » O04 » » » 


Summa 18 "/10 


Demnach sind genaue Resultate nach dem Hausmannschen 
Prinzip aus solchen Verdauungsmischungen nicht zu erhalten. 


') Diese Zeitschr., Bd. XXXVII, S. 161. 
7) Nach jeder Destillation wurde der Lisung kochendes Wasser 
zugesetzt bis zu dem urspriinglichen Volumen, d. h. etwa 700 ccm. 


Darstellung und Analyse einiger Nucleinsduren. 
(Sechste Mitteilung.) 


Von 


P. A. Levene. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des pathologischen Institu's 
der New-Yorker Staatskrankenhauser.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. September 1903.) 


Hodennucleinsaure. 


Die Nucleinsféiuren aus den Hoden der Fische sind die 
einzigen, welche sorgfaltig untersucht worden sind: die aus den 
Testikeln der hdheren Tierarten sind meines Wissens noch 
nicht rein dargestellt worden. Da eine genaue Kenntnis auch 
dieser Sauren fiir die vergleichende Biologie von grofber Wichtig- 
keit ist, habe ich eine Untersuchung dieser Stoffe in Angriff 
genommen. 

Die Darstellung wurde nach dem iiblichen, in den friiheren 
Mitteilungen angegebenen Verfahren vollfiihrt. Die Hauptaufgabe 
war zunichst, eine fiir die hydrolytische Spaltung geniigende 
Menge der Substanz zu gewinnen, um festzustellen, ob auch 
hier die bekannten zyklischen Spaltungsprodukte zu finden sind. 
Es muften dabei die Bemiihungen, ein ganz einheitliches und 
reines Priiparat zu erhalten, in den Hintergrund treten. Frische 
Rinderhoden, von Membranen und Blutgefiifien befreit, wurden 
als Ausgangsmaterial gebraucht. Der erste Kupferniederschlag 
wurde mittels Kalilauge und Seignettesalz in LOsung gebracht 
und mit 10°/oiger Salzsaure niedergeschlagen und bei allen 
Operationen Erhitzen des Priiparates vermieden. 

Die Auflésung und Ausfillung wurde einigemal wieder- 
holt, und die auf diese Weise vorbereitete Substanz mit Alkohol 
und Ather entwiissert und getrocknet. Die Biuret- und 
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Millonsche Reaktion fiel mit dieser Saéure negativ aus. Nach 
kurzem Erhitzen mit Mineralsiiuren reduzierte sie keine 
Fehlingsche Losung, gab aber mit Orcin und essigsaurem 
Anilin deutliche Furfurolreaktionen. 


Kin Kupfersalz, aus diesem Priiparate dargestellt, enthielt 8,5 %o C 
und 875°» P. 


Purinbasen der Hodennucleinsaure. 

Zur Darstellung der Purinbasen wurde die Siiure ohne 
vorheriges Trocknen im Autoklaven mit 1°,oiger Schwefelsiiure 
zwel Stunden bet 125° C. erhitzt.. Das Filtrat wurde dann 
mit Ammoniak eingedampft. Das Guanin, welches sich dabei 
niederschlug, wurde in Saure aufgelést, mit Ammoniak wieder 
niedergeschlagen, der Uberschu8 von Ammoniak durch Erhitzen 
entfernt, und das Guanin so lange mit Wasser gewaschen, bis 
die Waschwasser mit Pikrinsiiure keine Triibung mehr gaben: 
es wurde dann in das salpetersaure Silbersalz iibergefiihrt und 
analysiert : 

0.1300 g Substanz ergaben 0,043 g Ag. 

Berechnet fiir AgNQ,: Gefunden: 
Ag == 34,00” 

Aus dem Guanintiltrat) wurden mit) ammoniakalischer 
SilberlOsung die anderen Purinbasen niedergeschlagen. Aus 
dem Niederschlage sich das Adeninpikrat darstellen. 

Das Praiparat wurde aus heifem Wasser umkrystallisiert und im 
Toluolbad getrocknet, analysiert. 


0.1430 ¢ Substanz gaben tiber 50°/o KOH-Loésung. 


37,75 cem Stickstoff bei p = 760 mm und t? = 21° C. 
Berechnet fiir - NO,),OH: Gefunden: 
N 50.7 1 30,80", 


Pyrimidinbasen der Hodennucleinsaure. 

Auch fiir die Darstellung der Pyrimidinbasen wurde die 
Siture ohne vorheriges Trocknen der Spaltung unterworfen: sie 
wurde in 25° oiger Schwetfelsiiure im Autoklaven bei 150 bis 
175° C. drei Stunden erhitzt. Das Reaktionsprodukt wurde nach 
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dem in den vorhergehenden Mitteilungen angegebenen Verfahren 
behandelt. 

Es gelang auf diese Weise, Thymin darzustellen. 

Aus 10°'o Schwefelsiure umkrystallisiert und im Toluolbad  ge- 
trocknet. ergab die Substanz die folgenden Zahlen: 

0.1216 der Substanz gaben iiber 50° KOH-Lésung. 


23.75 ccm Stickstoff bei p = 760.5 mm und t® = 25° C. 
Berechnet fir : Gefunden : 
N = 22,22 °/o 22,47 


Aus dem Thyminfiltrate gelang es, das Cytosinpikrat dar- 
zustellen: es wurde als basisches Sulfat und als Chloro- 
platinat untersucht. 


0.1075 g des Sulfates ergaben 0.0420 g BaSO,. 


Berechnet fiir (C,H,N,0),H,SO, - 2H,O: Gefunden : 
S == §56%e 5.38 
0.1330 g des Platinats gaben 0.0411 g Pt. 
Berechnet fiir (C,H,ON,),PtCl, - 2HC1: Gefunden: 
Pt = 30,84 °/o 30.90 ° 


Das Filtrat vom Cytosinsulfat reichte nicht aus, um die 
Anwesenheit von Uracil festzustellen. Es ist aber zu bemerken, 
dafi auch bei den anderen Nucleinsiiuren das Uracil nur dann 
nachzuweisen war, wenn grofe Quantitaéten der Siiure zur 
Hydrolyse angewandt wurden. 


Hirnnucleinsaure. 


Die Anwesenheit von Nucleinverbindungen im = Gehirne 
wurde von v. Jakseh und Halliburton erwiesen. Nur waren 
diese Untersuchungen unternommen zu einer Zeit, wo der Unter- 
schied zwischen den echten und den Paranucleinverbindungen 
noch nicht klargestellt war. Erst spater wurde von A. Kossel 
nachgewiesen, zwei Arten von Nucleinstoffen existieren, 
die in der Zusammensetzung bedeutend von einander abweichen. 
Halliburton begniigte sich mit der Angabe, dal das Hirn- 
nucleoproteid 0,5 Phosphor enthilt. Es ist) mir spiter 
gelungen, nach einem Verfahren, das dem von Halliburton 
ganz unahnilich war, dieselbe Verbindung darzustellen und ihre 
Zugehorigkeit zu den echten Nucleoproteiden zu beweisen. Bei 
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der hydrolytischen Spaltung der Substanz wurden niimlich 
Guanin und Adenin aufgefunden. Aber es war mir damals 
nicht moglich, eine Nucleinsiure darzustellen, entweder wegen 
Mangel an Substanz, oder weil die angewandten Methoden sich 
dazu nicht eigneten. Ich habe dann diese Versuche spiter wieder 
aufgenommen und mich mit der Aufgabe begniigt, eine eiweil- 
freie Substanz zu gewinnen, die zu einer hydrolytischen Spaltung 
dienen kénnte. Frische Rindhirne wurden von den Membranen 
befreit und in tiblicher Weise behandelt. Die Reinigung der 
Siiture wurde wie bei der Hodennucleinsiiure ausgefihrt. 

Die so erhaltene Substanz gab weder die Biuret- noch 
die Millonsche Reaktion. Bei kurzem Erhitzen mit verdiinnten 
Mineralsiituren reduzierte sie die Fehlingsche Losung nicht. 
Die Furfurolreaktionen mit Orcin und essigsaurem Anilin fielen 
positiv aus. Die in dieser Weise dargestellte Saure enthielt 
etwa 8°/o auf die freie Siiure berechnet. 


Purin- und Pyrimidinbasen der Hirnnucleinsaure. 

Zum Nachweis der Purin- und Pyrimidinbasen wurde 
genau dasselbe Verfahren wie bei der Hodennucleinsiiure an- 
gewandt. 

Es gelang, bei der Spaltung zu gewinnen: Guanin, Adenin, 
Thymin und Cytosin. 


Guanin wurde als salpetersaures Silbersalz untersucht. 
0.1245 g der Substanz ergaben 0,0420 g Ag. 


Berechnet fiir C,H,N,O - AgNO, : Gefunden : 
Ag = 33,69 °%o 33,73 


Adenin wurde als Pikrat untersucht. 
0.1680 g der Substanz gaben 44.0 cem Stickstoff (ber 50° o KOH- 


Lésung) bei p = 763 mm und t® = 21° C. 
Berechnet fiir C,H,N, - C,H,(NO,),OH: Gefunden: 
N = 30,71 Jo 30,63 °/o 
Thymin. 


0.1200 g der Substanz gaben tiber 50°/o KOH-Loésung. 
23,5 ccm Stickstoff bei p = 760 mm und t® = 24° C. 
Berechnet fiir C,H,N,O, : Gefunden : 

N = 22,22 %/o 22,52 /u 
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Cytosin wurde als Pikrat gewonnen and als basisches Sulfat 
und Chlorplatinat untersucht. 


0,1450 g des Sulfates gaben 0,0588 g BaSQ,. 


Berechnet fiir (C,H,N,O),H,SO, - 2H,O: Gefunden: 
S = 5,56 5,57 

0,1364 g des Platinates gaben 0.0421 g Pt. 

Berechnet fiir (C,H,N,O),PtCl, - 2HC1: Gefunden : 
Pt = 30,84 °/o 30,86 °/o 


Auch hier reichte das Filtrat vom Cytosinpikrat zum 
Nachweis des Uracils nicht aus. 
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Einwirkung der Oxydationsenzyme auf Kohlehydrate. 
Von 
N. Sieber. 


‘Aus dem chemischen Laboratorium des Kaiserlichen Instituts fiir experimentelle 
Medizin zu St. Petersburg). 


(‘Der Redaktion zugegangen am 10, September 1903.) 


I. Teil. 


Die Oxydationsenzyme, resp. Oxydasen, von denen hier 
die Rede sein wird, werden einerseits aus Kalbs-, Schats-. 
Hunde- und Pferdeblutplasmafibrin, andererseits aus Kalbs- 
und Hundemilz dargestellt. 

Zur Darstellung der im Blute vorkommenden oxydierenden 
Enzyme bietet das Plasmatibrin besondere Vorteile. In erster 
Linie ist es frei von Blutfarbstoff und braucht deswegen nicht 
erst lange ausgewaschen zu werden, sondern es kann direkt 
zur Darstellung des Oxydationsfermentes oder Enzyms_ ver- 
wendet werden. 

Die verwendeten Fibrinsorten waren verschiedener Her- 
kunft, 1. von normalen Tieren (Hund, Schaf, Pferd und Kalb), 
2. von immunisierten Tieren und zwar hauptsiichlich von gegen 
Diphtherie, Streptokokken, Staphylokokken, sowie Bubonenpest 
immunisierten Pferden. Es wurden 3 Enzyme: 1. wasser- 
losliche, 2. in Neutralsalzen l6sliche und 3. in Wasser 
und Alkohol lésliche Oxydationsenzyme erhalten. 


Darstellung und Eigenschaften der Enzyme aus dem Blute. 
Was die Darstellung der 3 genannten Enzyme anbetrifft. 
so sei hier kurz folgendes erwiihnt. Das aus Blutplasma nach 
Kntfernung des Serums durch Abpressen gewonnene Fibrin 
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normaler Pferde besitzt, wie bekannt, faserige, opake, elastisch- 
zihe Konsistenz. Das aus dem Blutplasma von Pferden, welche 
gegen Streptokokken und Staphylokokken, sowie Bubonenpest 
immunisiert worden waren, gewonnene Fibrin unterscheidet 
sich durch nichts von dem Fibrin normaler Pferde, dagegen 
ist das von gegen Diphtherie immunisierten Pferden gewonnene 
Fibrin dickfliissig und fadenziehend, nicht opak, sondern eher 
durchsichtig: erst nach Behandlung mit destilliertem Wasser 
wird es opak, undurchsichtig, weib: hierbei geht ein bedeutender 
Teil des Fibrins in Lésung iiber. Die wiisserige Losung wird 
abgegossen, filtriert, dann das Fibrin von neuem mit der 
10fachen Menge Wasser tibergossen und dieses solange wieder- 
holt, bis das Wasser, mit Guajactinktur versetzt, keine Reaktion 
auf Oxydation mehr zeigt. Die wiisserigen Loésungen werden 
alle zusammengegossen und filtriert, wobei sie nicht klar werden, 
sondern opalescent bleiben; sie werden zur Darstellung des wasser- 
lOslichen Oxydationsenzyms durch Ausfiillung mittels gasfOrmiger 
Kohlensiiure oder mit schwefelsaurem Ammon verwandt. Ganz 
anders verhiilt sich gegeniiber destilliertem Wasser das Fibrin 
normaler Tiere: das Wasser nimmt kaum etwas von ihm auf 
und mit Guajactinktur auf oxydierende Enzyme gepriift, gibt 
die wiisserige Lésung kaum eine Andeutung auf griinlichblaue 
Firbung. Das Fibrin von Pferden, welche gegen Strepto- und 
Staphylokokken, sowie gegen Bubonenpest immunisiert: worden 
waren, besitzt, wie oben erwiihnt, Konsistenz und Aussehen 
von Fibrin normaler Tiere. In Bezug auf den Gehalt an 
wasserloslichem Oxydationsenzym verhalt sich jedoch das Fibrin 
der gegen Strepto- und Staphylokokken immunisierten Pferde 
anders: es gibt gleich dem Fibrin von gegen Diphtherie 
immunisierten Tieren an destilliertes Wasser losliches Oxyda- 
tionsenzym ab. Dagegen besitzt das Fibrin von Pferden, welche 
gegen Bubonenpest immunisiert worden waren, die zihe, opake 
Konsistenz des Fibrins normaler Tiere und enthilt nur Spuren 
von wasserloslichem Oxydationsenzym. Trotz lange fortgesetzter 
[xtraktion, sogar bei Bruttemperatur (was gewOhnlich bei dem 
librin von anders immunisierten Tieren nicht nOtig ist) enthélt 
das Fibrin von Pferden, welche gegen Bubonenpest immunisiert 
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worden waren, gleich wie das normale, nur Spuren von wasser- 
loslichem Oxydationsenzym. 

Das wasserlosliche Oxydationsenzym ist, wie man sieht, 
in dem normalen Blutplasmafibrin nur in minimalen Mengen 
enthalten. Seine Quantitét nimmt aber bei der Immunisation 
gegen Diphtherie, sowie gegen Strepto- und Staphylokokken 
bedeutend zu, dagegen ist sie nach Immunisation gegen Bu- 
bonenpest kaum vermehrt. Aus dem entweder durch Aus- 
fiillen mit schwefelsaurem Ammon und darauffolgender Dialyse 
oder mittels gasfOrmiger CO, gewonnenen wasserldslichen Oxy- 
dationsenzym kann durch ein- oder zweimalige Wiederholung 
der Operation ein entsprechend viel reineres Priiparat darge- 
stellt werden, welches sich klar in Essigsiiure, sowie in essig- 
saurem Ammon auflést. In geléster Form (in verdiinnter oder 
konzentrierter Essigsiure oder in essigsaurem Ammon) verliert 
das Enzym sehr rasch die ihm zukommende Fihigkeit, Guajac- 
tinktur zu blauen. Aus der essigsauren LOsung scheidet sich 
beim Stehen ein flockiger Niederschlag aus. 

Zur Verwendung kam das Enzym entweder in wisseriger 
Emulsion, d. h. zum Teil gelést, zum Teil suspendiert, oder 
in essigsaurem NH, gelést. Mit Reagentien auf sein Oxyda- 
tionsvermogen untersucht, verhiilt sich das wasserlosliche 
oxydierende Enzym folgenderweise: 


Emulsion NH, gelist NH, 
Guajactinktur. .. « « + + + + 
Guajactinktur + H,O,. . | 
1°. Guajacol + H,O,. 
p-Phenylendiamin —- | 
a-Naphthol +- 10’. CO,Na, | + + +) +- 


Keine Reaktion auf Katalase. 

In essigsaurem Ammon geldstes wasserlisliches, oxydie- 
rendes Enzvm ergibt bei der Priifung mit siimtlichen, fiir Eiwei!- 
korper charakteristischen Reagentien folgendes: Das Millonsche 
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Reagens erzeugt in der Kilte einen weifen Niederschlag, 
welcher sich beim Kochen auflost, wobei Gelbfiirbung eintritt; 
die Biuretreaktion fallt positiv, aber schwach, mit einem 
Stich ins Violette, aus, die Liebermansche Reaktion schwach 
positiv: die Xanthoproteinreaktion, Adamkiewiczsche und 
Hellersche Probe, sowie die Reaktionen mit Ferrocyankalium 
(und Essigsiiure), mit Phosphorwolframsiiure und mit. essig- 
saurem Kupfer (auf primiére Albumosen) fallen alle positiv und 
deutlich aus: die Reaktion von Molisch ebenfalls positiv, aber 
schwach. Beide Reaktionen auf Pentosen (mit Phloroglucin und 
Orcin) ergaben ein negatives Resultat. 

Weiter wurden Bestimmungen ausgefiihrt, welche die 
Zusammensetzung des dreimal gelésten und ausgefiillten Prii- 
parates betrafen. Der Trockenriickstand des Praparates betrug 
2.32—2,12°/0; davon entfielen 0,0168°/0 auf unorganische Be- 
standteile. Auf den ‘Trockenriickstand berechnet betrug die 
Asche also 0,73°/0. In der Asche konnten Eisen (in geringerer 
Quantitét, als wie in den beiden niachstfolgenden Oxydations- 
enzymen), Mangan (in geringerer Menge, als wie in dem in 
Neutralsalzen lOslichen Enzym, und in groferer, als in dem in 
Alkohol und Wasser léslichen Enzym), sowie Phosphorsiiure, 
aber kein Kupfer nachgewiesen werden. Quantitative Asche- 
bestimmungen werden spiter mitgeteilt: werden. 


Die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl ergab 


1. fiir 10 cem Enzymemulsion = 33,77 mg N. 
39 — 33,92 al 


Um das zweite oxydierende Enzym aus dem Fibrin zu 
isoheren, wird das letztere nach voraufgehender Behandlung 
mit destilliertem Wasser mit irgend einer NeutralsalzlOsung 
libergossen: meistens habe ich dazu eine 8°, oige Kaliumnitrat- 
lOsung verwandt; und swar kommt man schneller zum Ziele, 
wenn man die Extraktion bei Bruttemperatur im Thermostaten 
ausfiihrt. Aus der Losung kann das Enzym durch verschiedene 
Agentien ausgeschieden werden: durch Kohlensiiure, Alkohol, 
am besten jedoch durch Aussalzen mit schwefelsaurem Ammon. 
Durch fraktionierte Fiiilungen erhilt man, was Reinheit anbe- 
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trifft, verschiedene Priiparate, welche durch Dialyse weiter 
gereinigt und namentlich vom schwefelsauren Ammon, sowie 
vom salpetersauren Kali befreit werden miissen. Meine Versuche, 
welche bezwecken, ein modglichst reines Priiparat dieses Oxy- 
dationsenzvms zu erhalten, sind noch nicht abgeschlossen und 
werden fortgesetzt. 

Nach der Dialyse ist das oxydierende Enzym zum Teil 
in der Losung, hauptsiichlich aber in dem Niederschlage ent- 
halten. Beim Schiitteln erhilt man eine ziemlich gleichmiabige 
Emulsion, welche, wie aus untenfolgender Tabelle ersichtlich 
ist, auf Guajactinktur sehr intensiv reagiert. In Essigsiure, 
sowie in essigsaurem Ammon ist dieses oxydierende Enzym, 
wie auch das vorhergehende, leicht léslich, jedoch biibt es seine 
spezifische Eigenschaft, Guajactinktur zu bliiuen, durch Essig- 
siiure sofort, in Ammonium aceticum gelost in wenigen Tagen 
ein. In Ammoniumacetat (5°/0) gelést und im Vacuum bis zur 
Trockene verdunstet und dann von neuem mittels Ammonium 
aceticum aufgenommen, zeigt es zwar schwach, aber doch 
immerhin deutlich die Reaktion mit Guajactinktur. 

Dieses in Neutralsalzen oxydierende Enzym_ ist 
in dem Fibrin. siimtlicher Tiere, d. h. sowohl normaler, als 
auch immunisierter, enthalten. In betreff des quantitativen Ge- 
haltes an diesem Enzym in verschiedenen Fibrinsorten, nament- 
lich im Fibrin normaler Tiere gegeniiber demjenigen immuni- 
sierter, kann ich mich vorliufig noch nicht bestimmt dubern. 

Zur Orientierung tiber die elementare Zusammensetzung 
dieses Enzyms wurde ein mittels fraktionierter, mehrmals wie- 
derholter Fallungen und darautfolgender Dialyse besonders sorg- 
fiiltig gereinigtes Priiparat entweder in Form einer ganz feinen 
Emulsion, oder in getrocknetem Zustande verwandt. 

1. 0,2608 g im Vacuum getrockneter Substanz gaben beim 
Verbrennen mit Kupferoxyd und Uberschichtung der Substanz 
selbst mit chromsaurem blei 0.4971 g CO, und 0,1777 g HO, was 
in Prozenten ausgedriickt 51,94°/0 C und 7,57°/o H entspricht. 

2. 0.2197 Substanz ergaben 0,4172 g CO, und 0.1495 
H,O oder in Prozenten 51,76°/o C und 7,55°/0 H. 

Stickstoffbestimmungen wurden im trockenen  Priiparat 
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durch Verbrennen mit Kupferoxyd volumetrisch, und in’ der 
Emulsion selbst nach Kjeldahl ausgefiihrt. 

Die volumetrischen Stickstoffbestimmungen ergaben folgende 
Zahlen: 

1. 0.2255 g Substanz gaben bei 24,8° und 759 Bar. 
29.8 com Gas, was in Prozenten = 14,81°/o N ist. 

2. 0,2110 g Substanz gaben bei 24,5° und 758 Bar. 
28.8 cem Gas, was in Prozenten = 15,2°/o0 N ist. 

Die Emulsion wurde auf ihren Trockenriickstand unter- 
sucht und hierbei in 100 cem 0,571 g Riickstand gefunden, 
wovon auf die Asche 0,0042 g¢ kommen: es entspricht also die 
Asche 0,75°,0 des Trockenriickstandes. 

Vier mit der Emulsion nach Kjeldahl ausgefiihrte Stick- 
stoffbestimmungen ergaben folgende Zahlen. In je 10 g¢ wurden 
a) 11,96 mg N, b) 12,22 mg N, c) 12,71 mg N und d) 13,17 mg N 
gefunden. 10¢ccem Emulsion, welche 0,0534¢ Trockenriickstand 
entsprechen, enthalten also im Mittel 12,50 mg N. Auf Eiweib 
umgerechnet (doh. mit 6,25 multipliziert) ergibt dieses 14,62 °/o. 

In der Asche fanden sich: Eisen (weniger als im vor- 
hergehenden Priiparate), Mangan (mehr als in den zwei tibrigen 
Enzvymen), Phosphorsiure, aber kein Kupfer. 

Bei der Priifung auf ihr Oxydationsvermégen ergab die 
Emulsion als solche oder in Ammortiunacetat folgendes : 


In essigsaurem | 
Reagentien Emulsion | nach Tage 
| Auflésung | lisung 
| 
1°. Guajacol +H,O, . | 
Roéhmann-Spitzersches | 


Keine Reaktion auf Katalase. 

In 5°/o essigsaurem Ammon aufgelést verhiilt sich das 
Enzym wie folgt zu den Reagentien auf Eiweifstoffe: mit dem 
Millonschen Reagens erhiilt man einen reichlichen Nieder- 
schlag, welcher sich beim Kochen dunkelrot fiarbt; die Biuret- 
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reaktion fiallt in violetter Farbung positiv aus: die Hellersche 
Probe, die Nanthoproteinreaktion, die Reaktionen mit Ferro- 
cyankalium (und Essigsiure), mit Phosphorwolframsaure, sowie 
mit essigsaurem Kupfer fallen siémtlich schon positiv aus: die 
Liebermannsche Reaktion kaum wahrnehmbar, die von 
Molisch positiv, aber sehr schwach, und die Adamkiewiezsche 
negativ: die Reaktionen auf Pentosen mit Phloroglucin, 
sowie mit Orcin und Salzsiiure fallen beide charakteristisch 
und schon aus. 

Das dritte Oxydationsenzym, welches nicht als solches, 
sondern nur in Gegenwart von Wasserstofisuperoxyd Oxydationen 
bewirken imstande ist, wurde entweder aus dem Filtrate 
nach Ausfillen mittels schwefelsauren Ammons oder beim 
Dialysieren des zweiten, eben beschriebenen Enzyms aus dem 
Wasser gewonnen, Das Filtrat’ oder Dialysenwasser, welche 
grobe Mengen von schwefelsaurem Ammon. enthalten, werden 
azwecks Darstellung des dritten Enzyms bei moglichst niedriger 
Temperatur, nicht tiber 37°, im Vacuum auf ein geringes Volumen 
eimgeengt. Das hierbei sich ausscheidende schwefelsaure Ammon 
muh drei- bis viermal abfiltriert werden. Sobald die einge- 
enete Fltissigkeit’ nicht mehr als 100 ecem betragt, wird sie 
mit der fiinffachen oder auch einer noch grdberen Menge 
absoluten Alkohols versetzt, um den Rest des SO,(NH,), sowie 
alle anorganischen Bestandteile zu entfernen. Die dieser 
Weise dargestellte aikoholhaltige Fliissigkeit kann wiederum 
im Vacuum auf ihr urspriingliches Volumen oder auch dartiber 
eingeengt werden, wobei sie eine briiunlichgelbe an- 
nimmt; diese Veriinderung schwiicht jedoch die Fiihigkeit des 
Kuzvis, in Gegenwart von Hydroperoxyd zu oxydieren, nich! 
nur nicht ab, sondern verstiirkt sie eher. 

Um zu erfahren, wieviel von dem = wirksamen Prinzip 
das Knzym enthilt, bestimmte ich auch darin den festen Riick- 
stand: in 100 fand ich 0,184 g oder p. Ct.: davon 
entficlen O,O16 g oder p. Ct. auf die Asche, was, auf den 
Trockenriickstand berechnet, einen sehr hohen Aschegehiul! 
(= 12.1" 0) ergibt: derselbe ist) jedoch wahrscheinlich aul 
Verunreintgung zu beziehen, wortiber ich bald aufgeklart zu 
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sein hoffe. In der Asche konnten Eisen und Mangan, sowie 
Phosphorsiiure, aber kein Kupfer, ebenso wie in den zwei 
vorigen Enzymen nachgewiesen werden, 

Auf Ammoniak wurde nach der Methode von Neneki 
und Zaleski, auf Stickstoff nach Kyeldahl untersucht; in je 
10 com Fliissigkeit wurden einmal 1,43 mg NI, das andere 
Mal 1.54 mg NH, gefunden: zwei parallele  Stickstoltbe- 
stimmungen ergaben in je 10 ccm in dem einen Falle 3,63 mg, 
in dem anderen 3,33 mg Stickstoff. 

Die Fiihigkeit, in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd 
Oxydationen auszulésen, besitzen die meisten Organe und Korper- 
fliissigkeiten des tierischen Organismus. Gegenwiirtig kann ich 
jedoch nicht mit Bestimmtheit entscheiden, ob diese Kigensechatt 
nur einem und demselben Enzym oder nicht vielmehr verschiede- 
nen beziiglich ihrer Wirkung gleichartigen Enzymen zukommt, 

Unsere Kenntnisse in betretf dieser Kérper sind tiberhaupt 
noch sehr diirftige: Die besonderen Eigentiimlichkeiten der 
Enzyme, ihre ganz ausgesprochene Veranderlichkeit, Labilitiit einer- 
seits und ihre Empfindlichkeit gegen fiubere physikalische und 
chemische Einfliisse andererseits erschweren einen  schnellen 
Fortschritt auf diesem Gebiete. Die Art und Weise der Dar- 
stellung der oxydierenden Enzyme tiberhaupt und dieses letzten 
Enzyms im speziellen lift so viele Fehlerquellen und Ver- 
unreinigungen zu, dab es wohl noch viel Miihe kosten wird, 
bis es gelingt, ein nicht nur im chemischen, sondern auch im 
biologischen und funktionellen Sinne charakteristisches Priiparat 
zu erhaiten. 

Auf sein Oxydationsvermogen gepriift, ergab das  dritte 
Enzym folgendes: 
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Auf Katalase wurde mit negativem Resultat gepriift. 

Die Reaktionen auf Eiweibkorper nahmen folgenden Ver- 
lauf: Nach Zusatz des Millonschen Reagens bildet sich ein 
Niederschlag, der beim Kochen rotliche Fiirbung annimmt: die 
Adamkiewiczsche und die Liebermannsche Reaktion fallen 
negativ aus; die Biuretreaktion fallt in blauer Farbe schwach, 
aber positiv aus: Hellersche Probe — positiv; Ferrocyan- 
kalium mit Essigsiiure — schwach positiv: Phosphor- 
wolframsiure gibt kaum eine schwache Triibung: die Reaktion 
von Molisch — deutlich positiv: dagegen beide Reaktionen 
auf Pentosen — negativ. 

Einwirkung hoher Temperaturen auf die drei 
Enzyme. Durch besondere Versuche wurde ermittelt, das 
das in Neutralsalzen lOsliche Enzym von allen drei gegen hohe 
Temperaturen das empfindlichste ist. Erwiirmen auf 65° 
withrend 5 Minuten wirkt auf das Enzym abschwachend; mit 
Guajactinktur versetzt, fiirbt es dieselbe nicht sofort blau: 
spiiter tritt aber die Farbung doch noch ein, aber auch ver- 
spiitet und weniger intensiv. Erwiirmen auf 70° bis 78° im 
Laufe von 2—3 Minuten vernichtet das Vermogen der Farben- 
synthesen des Enzyms ganz und gar. Was das wasserlosliche 
Enzym anbetrifft, so beobachteten wir, daB die ersten Anzeichen 
von Abschwiichung sich nach 5 Minuten langem Erwiirmen auf 
70° zeigen: Versetzung mit Guajactinktur ruft hiernach eine 
weniger intensive Blaufiirbung mit einem Stich ins Griine hervor. 
Weiteres Erwiirmen wiihrend 5 Minuten auf 75° wirkt auf das 
Vermégen der Farbensynthesen des Enzyms zerstorend ein. 
Das dritte, in Wasser und Alkohol lésliche Enzym ist von den 
drei beschriebenen das resistenteste: Temperaturen gegen 90° 
wirken auf dasselbe nur abschwiichend ein; erst 2—7 Minuten 
langes Erwiirmen auf 97° vernichtet auch das Vermogen der 
Farbensynthesen dieses Enzyms. 

Im allgemeinen aber sind die 3 oxydierenden Enzyme, im 
Dunkeln mit Thymolzusatz aufbewahrt, namentlich in Form 
von Emulsion oder im Vacuum getrocknet, sehr gut haltbar. 

Es wiire verfriiht, schon jetzt die 3 beschriebenen Oxy- 
dationsenzyme klassifizieren zu wollen, Nach gewissen, ihnen 
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zukommenden Eigenschaften und nach der Ansicht einiger 
Autoren sind sie zu einer Gruppe, nach anderen Eigenschaften 
und anderen Autoren einer anderen Gruppe zuzurechnen. Unsere 
Kenntnisse tiber die oxydierenden Enzyme sind tiberhaupt und 
im speziellen in diesem Punkte noch zu ungeniigende. Halten 
wir uns an die neueste Klassifikation von A. Bach und 
B. Chodat,!) so miissen wir 2 von ihnen den Oxygenasen, das 
dritte den Peroxyden zurechnen. Ich will noch spiiter auf diese 
Frage zuriickkommen. 

Nach Bertrand sind die Oxydasen Eiweibverbindungen, 
welche zuden hydrolytischen, dissocierbaren Manganverbindungen 
gehoren. Die Rolle des Sauerstoffiibertriigers spielt in ihnen das 
Mangan, welches in Form von Oxydul in ihnen enthalten ist. 
Manganoxydul spaltet das Sauerstoffmolekiil, indem ein Sauer- 
stoffatom zur Bildung von Mangandioxyd dient, wiihrend das 
andere auf oxydable Koérper tibertragen werden kann. Durch 
das siiureartige Eiweifradikal der Oxydase wird das Mangan- 
dioxyd unter Sauerstoffabspaltung wiederum zu der urspriing- 
lichen Manganverbindung regeneriert. Nach A. Bach und 
Chodat iibt jedoch die Oxydase, trotzdem sie manganhaltig 
ist, keine oxydierende Wirkung aus, wenn keine Peroxyd- 
verbindungen zugegen sind. 

Die Ansichten tiber das Zustandekommen der Oxydations- 
prozesse sind bis heute noch sehr verschieden. Viele Forscher 
teilen immer noch die Ansicht Schonbeins,*?) dab die lang- 
sam verlaufenden Oxydationen durch atomistischen Sauerstoff 
ausgelOst werden. Die Theorien iiber die Aktivierung des 
Sauerstoffs sind gleichfalls sehr mannigfaitige. 

Van t’Hoff*) und Jerissen*) haben gezeigt, ein 
langsam oxydierender Korper ebensoviel Sauerstoff aktiviert, als 
er selbst bet der Bildung seines primiiren Oxydationsproduktes 
aufnimmt. Beide Autoren, sowie Evan®) nehmen weiter an, 


1, Biochem. Centralb. B. 1, Nr. 11, 5. 417. 

2) Verh. Basl. Naturw. Gesellsch. N. F. 1, 467, 2, 113. 

“) Diese Zeitschr., Bd. XVI. S. 411. Chem. Zeitselir. 1896, 867. 
*) Ber. 29, 1707. Diese Zeitsehr., Bd. S. 34, 59. 

Diese Zeitschr., Bd. XVI, S. 342. 
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daly der gewoOhniiche Sauerstoff in Atome dissociiert werden 
um Oxydationen zu verursachen, 

Piliger und Nenceki sowie andere, meinen, dab das 
lebendige Protoplasma dank seimer stark reduzierenden Eigen- 
schaft imstande ist. den Sauerstoff aktivieren.  Traube 
erkliirte das Entstehen des Hvdroperoxyds bei den Oxydationen 
durch Reduktionsprozesse: er dachte sich, dafi das Wasser- 
molekii! gespalten wird. nicht) aber Sauerstoffmolekil: 
dieses nicht in Atome gespaltene Sauerstoffmolekiil setzt sich 
mit den 2) Wasserstoffatomen des Wassers in Verbindung, um 
Hydroperoxyd zu bilden. A. Bach hat fiir die Aktivierung 
des Sauerstoffes eine neue Theorie aufgestellt, mach welcher 
fiir das Zustandekommen der Oxydationen nicht die Spaltung 
des) Sauerstoffmolekiils in’ Atome, sondern intermediiire 
Peroxydbildung notig ist. Fast zu gleicher haben 
CG. Engler und W. Wild?!) eine ithnliche Ansicht tiber die Ent- 
stehung der Peroxvde geiiuBbert. 

Nach der Meinung der 3 ebengenannten Forscher werden 
bei den Autoxydationsprozessen nicht einzelne Sauerstolfatome, 
sondern ganze Sauerstoffmolekiile aufgenommen, indem unter 
Sprengung der doppelten Bindung des Molekiils sich zunachst 
Superoxvdverbindungen von der Formel 
oder bilden. 

Diese Verbindungen kénnen, wie das Wasserstoffsuperoxyd, 
ein Sauerstoffatom an andere oxydable Substanzen abgeben, 
indem sie hierbet in normale, einfache Oxyde tibergehen, Der 
caktivierte» Sauerstoff ist also nicht Sauerstoff Gestalt 
freier Atome, sondern er ist chemisch gebundener, aber «leicht 
abspaltbarer Sauerstoif, » 

A. Bach und Chodat ist es gelungen, die Bildung von 
Superoxyden bei den Oxydationsvorgiingen tatsiichlich durch 
entsprechende Reagentien nachzuweisen. 

Ks ist gegenwiirtig unmoglich, sich definitiv dariiber aus- 


) Ber. 30, 5. 1669. 
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zusprechen, ob die eben angefiihrte Anschauung imstande sein 
wird, siimtliche Oxvdationsvorgiinge aufzuklaren. Es unterhegt 
keinem Zwelfel, daf sie viel fiir sich hat und dab ste in vielen 
Hinsichten den beobachteten Tatsachen entspricht. 

Seit einigen Jahren mit Untersuchungen tiber Oxydations- 
vorgiinge und spezieil tiber Oxydationsenzyme oder Fermente 
beschiiftigt, bin ich jedoch durch verschiedene Umstiinde ab- 
eehalten worden, meine Untersuchungen iiber die theovetische 
Seite der Frage zum gewiinschten Absehlub zu bringen. Des- 
halb will ich nur eimen Teil meiner Untersuchungen, 
niimlich tiber die physiologische Rolle der Oxydationsenzyme 
mitteilen. 

Um die physiologische Bedeutung der Oxydationsenzyme 
zu ermitteln, schien es am zweckmiibiesten, gerade die Sub- 
stanzen der oxydierenden) Wirkung der Fermente zu unter- 
werfen. welche ihrer Verbrettung nach, sowie als Nahrungs- 
stoff fiir die Pilanzen- und Tlerwelt: von besonderer Bedeutung 
sind, niimlich die Kohlehydrate. erster Linie suchten wir 
das Verhalten) der Oxydationsenzyme gegen Monosaccharide, 
resp. Hexosen festzustellen. Schon die ersten diesbeziighchen 
Versuche ergaben, dai die in Rede stehenden Enzyme die 
Fihigkeit, verschiedene Zuckerarten neutraler Reaktion zu 
oxydieren, in sehr ausgiebiger Weise besitzen. Nachdem durch 
Vorversuche konstatiert worden war, dah Hexosen (Dextrose 
und Galactose) durch die 3 in Rede stehenden Oxydationsenzyme 
zersetzt werden, bezweckten weitere Versuche, den Gang und 
die Details dieser Reaktion, resp. die Geschwindigkeit, mit 
welcher die Zersetzung des) Zuckers vor sich geht, be- 
stimmen. Diese letzteren Versuche wurden derartig angeordnet, 
Proben in bestimmten Zeitintervalien) enthommen werden 
konnten, um einerseits den Zuckergehalt quantitativ be- 
stimmen, andererseits auch die Zersetzungsprodukte zu unter- 
suchen (unter diesen wurde auch die Kohlensiure quantitatty, 
und zwar sowohl volumetrisch als auch durch Wiigung be- 
stimmt). Bevor ich jedoch zur Beschreibung der Versuche selbst 
libergehe, will ich kurz iiber ihre Anordnung und die bei ihnen 
verwandten Apparate berichten. 
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Beschreibung der Apparate zur Untersuchung der Enzymwirkung. 


Z7ur Ermittelung der Gasentwicklung bet Einwirkung von 
oxydierenden Enzymen war die Versuchsanordnung foigende. 
Der zum Versuche dienende Apparat bestand aus einem dicken 
StandgefibB mit) einem Rauminhalt von 360 oder 500° ccm. 
Der enge Hals des GefiBes war mit einem 2- oder 3mal 
durchbohrten) Kautschukstopfen verschlossen und mit einem 
dickwandigen Kautschukrohr, einer Art Trichtervorrichtung, in 
welche Quecksilber gegossen wurde, um = wiihrend der Dauer 
des Versuches die Diffusion der Gase zu verhindern, versehen. 
In dem Falle, wo die sich entwickelnden Gase untersucht 
werden sollten, wurde das Gefaib mit einem doppelt durch- 
bohrten Stopfen verschlossen; durch die eine Offnung ging ein 
Trichter, durch welchen die dem Oxydationsprozess zu unter- 
werfende Substanz in wiisseriger LOsung und dann das Enzym 
in Form von Emulsion (oder umgekehrt) gegossen wurde, 
woraut die Verbindung des Gefiibes mit dem = Trichter, in 
welchen nach der Enzymemulsion Quecksilber gegossen wurde, 
durch Hahn und Klemmyorrichtung unterbrochen wurde; durch 
die zweite Bohrung des Kautschukkorkes ging cin entsprechend 
gebovenes Gasableitungsrohrchen, dessen unteres Ende zuerst 
zugeschmolzen war, nachher aber unter Quecksilber abgebrochen 
und unter ein mit Quecksilber gefiilltes Endiometer, in welchem 
die Gase aufgefangen werden sollten, gefiihrt wurde. In den 
Fiillen, in welchen die Bestimmung des Zuckergehaltes ohne 
Offnen des Gefiibes und ohne Unterbrechung des Versuches 
ausveliihrt werden sollte, wozu Proben zeitweise zu entnehmen 
waren, wurde ein dreimal durchbohrter Kautschukstopfen auf- 
geselzt: in die dritte Offnung dieses Stopfens wurde ein Glas- 
rohrchen gesteckt, dessen unteres Ende bis zum Niveau und 
im notigen Falle in die Losung getaucht werden konnte, dessen 
anderes Ende, mit) Kautschukrohr samt Klemme versehen, mit 
einem leeren Zylinder von bekanntem Rauminhalt in Verbindung 
stand. Dieser Zvlinder war dazu bestimmt, in gewissen Zeit- 
riiumen vermittelst einer Saugvorrichtung eine bestimmte Meage 
der zuckerhaltigen L6sung aus dem Standgefab aufzunehmen. 
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In denjenigen Versuchen, wo die Menge der Kohlensiiure 
durch Wagung bestimmt werden sollte, wurde an Stelle des 
leeren Zylinders ein am oberen Ende spitz ausgezogenes, mit 
50°/oiger Kalilauge gefiilltes und vorher mitsamt dieser letzteren 
gewogenes Rohrchen, welches die Kohlensiiure absorbieren 
sollte, mit dem Standgefiif} verbunden. 

Die eben besechriebenen Vorrichtungen waren derartig 
eingerichtet, dab sie zu jeder Zeit, sei es zum Wiigen, sei es zum 
Zwecke der Zuckerbestimmung, mit Leichtigkeit abgenommen 
und von neuem mit dem Hauptgefif in Verbindung gesetzt 
oder durch entsprechende neue ersetzt werden konnten, ohne 
dab der Versuch unterbrochen zu werden brauchte. Dank diesen 
Vorrichtungen konnten einige Versuche auf eine liingere Be- 
obachtungszeit ausgedehnt werden. 

Es wurden in jeder Richtung mehrere Parallelversuche 
mit verschiedenen Modifikationen, unter Zusatz von antisep- 
tischen Substanzen, meist Thymol und Chloroform, angestellt 
und das Ergebnis all dieser Versuche war, was die Zersetzung 
der Monosaccharide durch die 3 oxydierenden Enzyme anbetrifft, 
stets ein positives. Ich will nur einzelne von thnen genau 
wiedergeben. 


Versuche uber die Zersetzung der Kohlehydrate durch die Oxydasen. 


1. Wasserlosliches Enzyin. 

2.0 ¢ chemisch reiner Glukose (Traubenzucker) wurden 
in 80 ccm sterilen, kalten destillierten Wassers gelOst und in 
den oben beschriebenen, vorher sterilisierten Apparat gebracht, 
dann 20 ecm Enzymemulsion (speziell in diesem Falle das 
wasserlésliche Enzym) nachgegossen. Der Apparat befand sich 
von Anfang an samt der ganzen Vorrichtung im Thermostaten, 
wo er auch wiahrend der ganzen Dauer des Versuches blieb. 
Die erste Probe, nach welcher wir uns iiber den Gang der 
Zuckerzersetzung durch das wasserlosliche Oxydationsenzym 
ein Urteil zu bilden trachteten, wurde nach Verlauf von 
2 Stunden entnommen: sie betrug 20 ccm des Gemisches: 
hiervon wurden 10 cem nach 10 facher Verdiinnung und Ent- 
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eiweiBen mit Fehlingscher Losung titriert, wobei 80 ecm des 
verdiinnten Gemisches notig waren, um 10 ccm Fehlingscher 
Losung zu zersetzen, was, auf den Zuckergehalt umgerechnet, 
0.62 ¢ Zucker entspricht. Hieraus ergibt sich, dai Laufe 
von 2 Stunden durch das wasserlosliche Oxydationsenzym 
1.82 ¢ Glukose, also 23 oder 69°%/o des angewandten Zuckers 
zersetzt werden und 3/3 oder 31°%/o unzersetzt bleiben. Die 
ibrigen 10 com der entnommenen Probe wurden nach Versetzen 
mit Kalilauge bis zu alkalischer Reaktion destilliert und dann 
das Destillat in der Kiilte reinem Jod und Walilauge— bis 
zur Entfirbung der LoOsung versetzt: hierbei war starke Jodo- 
formreaktion zu bemerken, 

Kine nach 4 Stunden enthnommene Probe ergab einen 
Z7uckergchalt von 0.53 ¢ oder 

Nach 3 Tagen konnten noch 0.23 ¢@ oder 11.5° 0 Zucker 
nachgewlesen werden. 

Im Destillate der nach 3 Tagen enthnommenen Probe 
erhiclten wir ausgiebiger Menge Jodoform in Krystatlen. 
Auberdem besab das Destillat der Kialte bedeutende Re- 
duktionskraft, 

Aus diesen Bestimmungen geht hervor, dab der Zucker 
durch wasserlésliches Oxydationsenzym ziemlich rasch zersetzt 
wird. Weitere Bestimmungen haben jedoch erwiesen, dab der 
Rest des Zuckers bedeutend langsamer dem Oxydationsprozel 
unterliegt. Nach 10—2O0tiigiger Versuchsdauer fanden— sich 
immer noch geringe Zuckermengen. Die Erklirung dieses be- 
fundes libt dreierler M6glichkeiten zu. Die eine wiire die, dal 
eine bestimmte Menge Oxydationsenzym nicht) imstande ist, 
unbegrenzte Mengen Substanz, in unserem Falle Zueker, zu 
zersetzen, Zweitens konnte man annehmen, dal die ent- 
stehenden Zersetzungsprodukte die weitere Zersetzung ver- 
hindern. Drittens besitzen modglicherweise die oxydierenden 
Enzyme ebenso, wie das von anderen Fermenten bekannt ist, 
reversible. Eigenschaften. Diese Frage will ich tibrigens noch 
spiiter beriihren. 

In einem zweiten paralielen Versuche wurden von dem 
eleichen Enzym_ sogar 75°/o des angewandten Zuckers in einem 
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Zeitraume von zwei Stunden oxydiert und nur 25°/o blieben 
unzersetzt. 

In zwei weiteren Versuchen, wo 50 com des wasser- 
lislichen Oxydationsenzyms zur Verwendung kamen, wurden 
in einem Falle von 5,0 ¢ Traubenzucker 0,65 g, also 13°/o, 
in dem anderen 0,502 g, also 10°/o naeh dret Tagen unzersetzt 
eefunden: es waren also in diesem Zeitraume durch 50 com 
Enzymemulsion, welche 1,16 ¢ Trockensubstanz entsprechen, 
das erste Mal 87°%o, das zweite Mal 90° Zucker zersetzt 
worden. 

Ahnliche Versuche mit den beiden anderen Oxydations- 
enzymen ergaben folgendes : 


2. In Neutralsalzen lostiches Enzyim. 

1. 50 com des in Neutralsalzen loslichen Enzyms, welche 
0.285 ¢ Trockensubstanz entsprechen, lieben im Laufe von 
Tagen von d) ¢ Traubenzucker 0.564 oder 11,2°/o unzersetzt. 

2. In einem zweiten Versuche, wo 50 cem des gleichen 
Enzyms, welche 0,205 g Trockensubstanz entsprachen, zur 
Anwendung kamen, blicben in gleichen Zeitraume von 
¢ Glukose 0,97 ¢ oder 19,2°/o unzersetzt. 

Es wurden also durch 50 cem des in Neutralsalzen los- 
lichen Oxydationsenzyms im ersten Faille 88,8°/o, zweiten 
Falle 80,8°/o Glukose withrend 3 Tagen zersetzt. 


Wasser- und alkohollosliches Enzym. 

Das dritte, in Wasser und Alkohol lOsliche Oxydations- 
enzym (die Superoxydase) verhielt) sich ebenfalls gegeniiber 
Traubenzucker aktiv. 

dieses Enzyms, welche 0,067 g Trockensubstanz 
entsprachen, lieben, mit 10 cem 2°/olgen Hydroperoxyds versetzt, 
hach 3 Tagen von 5,0 ¢ Traubenzucker in einem Faille O,98 ¢ 
oder 19.6%o, einem zweiten Versuche 0.79 @ oder 
Zucker unzersetzt. 

Es wurden also durch dieses Enzvin Lanfe von 
> Tagen in einem Falle 80,4°/0, in dem anderen Falle 84,2" 0 
Zucker zersetzt. 
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In einer anderen Versuchsreihe wurde die Menge der 
bei Einwirkung der 3 Enzyme auf Glukose entstehenden Kohlen- 
siure durch Wigung bestimmt. Die Wigungen des 50°/oige 
Kalilauge enthaltenden Apparates wurden anfangs allstiindlich 
ausgefiihrt; nachdem sich jedoch herausgestellt hatte, dab die 
Kohlensiiurezunahme ohne Saugvorrichtung im ersten Stadium 
der Einwirkung des Oxydationsenzyms auf Traubenzucker eine 
sehr geringe ist, wurde in liingeren Zeitintervallen gewogen. 
Von allen in dieser Richtung ausgefiihrten Bestimmungen will 
ch hier nur je 2 Versuchsreihen fiir jedes der 38 Enzyme 
wofiihren, 

Zur besseren Ubersicht sind die Zahlen in untenstehender 
Tabelle zusammengestellt. 


Kohlensiurebestimmung durch Wiigung. 


In Alkohol und Wass:; 
losliches 
Oxydationsenzym 


In Neutralsalzen 
lisliches 
Oxydationsenzym 


Wasserlésliches 
Oxydationsenzym 


Gewichts- 
zunahme der 
Apparate 


1.6 Glucose 
50 com Enzym 


10 com Wasser 10 com Wasser 


+ g Glucose 


g Enzym 


1,6 g Glucose | 4,0 g Glucose 
ov com Enzym 75 com Enzym 
10 com Wasser} 10 com Wasser 


Glucose | 4,0 g Glu 
50 com Enzym}75 cem Ene 
10. ccm 2" 10 cem 2) 


Verlauf 
von 
24 Stunden 


Nach 


Nach Verlaul 
von 
3 Tagen 


Nach Verlaut 
von 
9 Tagen 
Nach Verlaut 
von 
15 Tagen 


Nach Verlauf 
von 
PO Tagen 
Nach Verlauf 
yon 
25 Tagen 
Verlaul 
yon 
30) Tagen 


Nach 


> 


¢ 


g 


0.0753 


0.0878 


O1OGL g 
volumetrisch 
92.93 ccm 


| 0.0105 g 


0.0013 


0.0263 g 


0.0086 


| 00795 g 


0.2105 


0.2359 
volumetrisch 
118.95 cem 


0.0025 


0,0098 ¢g 


| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 


0,001 g 0.0016 ¢ 
0,0072 g | 0,0045 


| 
00201 ¢ 00446¢ | O189¢ | 0025s 
| 
| | 
0,0286¢  0,0646g | 0,0208g | 0.0470: 
0.035 g | 0,0902¢g 0,0283¢ | 
0.0477 0.0953 0,0364 ¢ | O1020- 
0,0506¢ | O1150¢ | O0483g | 
volumetrisch | volumetrisch }] volumetrisch | volumetr- 


25.66 Cem 


d8.47 ecm 


24.59 | 67.08 
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Aus dieser Tabelle ersieht man, sich aus 50 
des wasserloslichen oxydierenden Enzyms und 1,6 g Trauben- 
zucker in dem Zeitraum von 30 Tagen O,1041 52,93 cem 
Kohlensiure, aus 4,0 g Traubenzucker und 75 cem des wasser- 
loslichen Enzyms im gleichen Zeitraume 0.2339 g¢ 118,95 cem 
Kohlensiiure gebildet wurden. In den Versuchen mit) dem = in 
Neutralsalzen l6slichen entwickelten sich im Verlaufe 
von 30 Tagen aus 1,6 g¢ Glukose und 50 com Enzym 0.0506 g 
= 25,68 ccm Kohlensiiure, aus 4,0 ¢ Glukose und 75 com 
Enzvm 0,1150 g = 58,48 cem Kohlensiiure. In den Versuchen 
mit dem in Wasser und Alkohol JOslichen oxvdierenden Enzym 
entstanden im Laufe von 30 Tagen aus 1,6 g¢ Traubenzucker 
und 50 cem Enzym 0,0483 ¢ == 24,55 com Kohlensiure und 
aus 4,0 g Traubenzucker und 75 cem Enzym 0,1319 ¢ = 67,08 ¢g 
Kohlensaure. 

In 6 anderen parallelen Versuchen wurde nicht nur die 
gebildete Kohlensiiure, sondern auch der Verbrauch an Sauer- 
stoff gasvolumetrisch festgestellt. Es wurden von 6 Apparaten 
mit doppelt durchbohrtem Korken, durch deren Locher 1. ein 
AbleitungsrOhrchen und 2. ein Trichter gesteckt) war, 5 mit 
dem Enzym allein und 38 mit einem Gemisch von Enzym und 
Traubenzucker beschickt, worauf siimtliche Apparate in’ den 
Brutschrank kamen. Nach Verlauf von 3 Tagen wurde aus 
jedem Apparat durch Eingieben von Quecksilber eine gewisse 
Menge Gas in ein Endiometer getrieben, um in dem gesammelten 
Gasgemisch Kohlensiiure und Sauerstoff quantitativ zu bestimmen. 
sei der Filllung der Apparate betrug die Temperatur 21° und 
der Barometersland 758 mm. 


Wasserlosliches oxydierendes Enzym. 
1. 


20 ccm Enzym. 
Volumen des Gefafes 365 — 20 — 345 ccm Red. = 313 ccm. 
Gasvolumen — 35,6 cem bei 20,28° T und 745 mm Bst. Red. 31,88 cei. 
Nach Absorption mit 50°/o KHO. 


Gasvolumen = 34,3 ccm bei 20,3° T und 745 mm Bst. Red. — 30,71 cem. 
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Nach Absorption mit 25°/o Pyrogallol. 
Gasvolumen == 27.5 ccm bei 18,9° T und 745 mm Bst. Red. = 23,67 cem, 
GO, gefunden 1.17 ccm — 3.62% o. Im ganzen —- 11,33 ccm. 


Q gefunden 7,04 cem 22 () 
Q-Verbrauch — 0. 


20 ccm Enzym + 1,3 g Zucker + 10 ccm Wasser. 
Volumen des Gefiifes 365 -— 30 — 335 ecm. Red. — 304 ccm, 
Gasvolumen ##.7 cem bei 20.28 T und 745 mm Bst. Red. = 40,03 ccm. 


Nach Absorption mit 50°%o KHO. 


Gasvolumen 41.61 ecem bet 20.3" T und 745 mm Bst. Red. — 37,25 cem. 


Nach Absorption mit 25°%o Pyrogallol. 


Crasvolumen 35.3 cem ber 18.9" T und 748 mm Bst. Red. — 31.66 cem. 


CO, gefunden 2,78 com —6.9+°/o. Im ganzen — 21,09 cem. 
vefunden 5.59 cem 13.96 
QO-Verbrauch 69°. Im ganzen 20.97 cem. 


In Neutralsalzen lOsliches Oxydationsenzym. 
Nr. 3. 
20 com Enzym 10 cem Wasser. 
Volumen des GefiifKes 365 — 20 = 345 cem. Red. = 313 cem. 


Gasvolumen 26.6 cem bei 20° T und 745 mm Bst. Red. = 23.83 cem. 


Nach Absorption mit 50°.o KHO. 


Gasvolumen 25.1 cem bei 20.3° T und 745 mm Bst. Red. == 22,47 ccm. 


Nach Absorption mit 25°%o Pyrogallol. 


Gasvolumen 20.4 cem bei 18.99 T und 745 mm Bst. Red. = 18.3 cem. 


CO, gefunden 1.35 cem == Im ganzen 17,74 ccm. 
Q gefunden 4.17 cem == 17.5%. 
Q-Verbrauch == 3.39 .. Im ganzen 10.33 cem. 


Nr. 4. 


20 cem Enzym -+ 1.3 ¢ Traubenzucker + 10 ecm H,0. 


Volumen des GefiifKNes = 500 — 30 = 470 cem. Red. = 426 cem. 


Gasvolumen 41.0 cem bei 20.22 T und 745 mm Bst. Red. = 36,71 ccm 


ris." 
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Nach Absorption mit 50° KHO. 
Gasvolumen 38,4 ccm bei 20.2° T und 745 inm Bst. Red. == 34,37 cem. 


Nach Absorption mit 25° 9 Pyrogallol. 


Gasvolumen 31.8 cem bei 18.9° T und 745 mm Rst. Red. =< 28.53 eem. 
CO, gefunden 2.34 cem == 6.37" .. Im ganzen 27.13 cem. 

e 
QO gefunden 5.84 com = 15,9». 


QO-Verbrauch +.94°%o. Im ganzen 20.9 cem. 
In Wasser und Alkohol Jésliches Oxydationsenzym. 
Nr. 3. 


~ 


17.5 com Enzym -~ 2,5 cem 2°%o H,O,. 


2 
Volumen des Gefiiffles = 365 — 20 = 345 cem. Red. == 313 cem. 
Gasvolumen 26,8 cem ber 20.2° T und 745 mm Bst. Red. —= 24.0 cem. 


Nach Absorption mit 50° KHO. 


Gasvolumen 25.65 cem bet 20.28 T und 745 mm Bst. Red. == 22.97 cem. 


Nach Absorption mit 25° 0 Pyrogallol. 


Gasvolumen 20.5 cem ber 18.99 T und 745 mm Bst. Red. = 18,39 cem. 
CO, gefunden 1,03 cem = +,02%0. Im ganzen 12.58 cem. 
O gefunden 4,88 ccm = 19,490. 


O-Verbrauch 1.31% Im ganzen 4,1 cem. 


Nr. 6. 


17.5 com Enzym + 2.5 cem 2°%o H,O, + 13 g Traubenzucker. 


Volumen des Cefiifes — 360 — 20 = 340 ecm. Red == 308 cem. 
Gasvolumen 35.7 cem ber 20.29 T und 745 mm Bst. Red. — 31.79 cem. 
Nach Absorption mit 

Gasvolumen 33.4 cem ber 20.2" T und 745 mm Bst. Red. == 29.91 cem. 


Nach Absorption mit 25° 0 Pyrogallol. 


Gasvolumen 27.2 cem ber 18.5° T und 745 mm Bst. Red. = 17.23 ecem. 
CO, gefunden 2,06 cem = 613% 0. Im ganzen 18,88 cem, 
() gefunden 2.68 cem == 17.23%. 


O-Verbrauch 3.57° Im ganzen 11,01 cem. 


Aus diesen Gasanaivsen ersieht man also, dab bei ganz 
gleichen Versuchsbedingungen von dem wasserléslichen Oxy- 
dationsenzym fiir sich allein in der Menge von 20 com = 0,444 g 
Trockensubstanz withrend 3 Tagen kein Sauerstoff verbraucht 
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wurde, aber dennoch 3,62°/o und im ganzen 11,33 ccm Kohlen- 
siiure entwickelt wurden. 20 ccm (= 0,114 g Trockensubstanz) 
des in Neutralsalzen loslichen Enzyms verbrauchten 3,5°/0, im 
ganzen 10,33 com Sauerstoff und entwickelten 5,67°/o oder im 
ganzen 17,74 Kohlensiiure. 20 cem 0,0268 Trocken- 
substanz) des in Wasser und Alkohol l6slichen Enzyms_ ver- 
brauchten 1,31°/o oder im = ganzen 4,1 cem Sauerstoff und 
bildeten 4,02°/o oder im ganzen 12,58 ccm Kohlensiiure. 

Viel bedeutender war der Sauerstoffverbrauch und die 
Kohlensiiurebildung in den 38 Versuchen mit Beimengung von 
1.6 ¢ Glukose zu den Enzymen, und zwar wurde 1. von dem 
wasserlOslichen Enzym 6,9°/o = 20,97 ccm Sauerstoff mehr 
verbraucht und 3,32°/o 9,76 cem CO, mehr entwickelt: 
2. von dem in Neutralsalzen loslichen Enzym 1,649/o = 10,57 ecm 
Sauerstolf mehr verbraucht und 0,709/o == 9,3 Kohlensiiure 
mehr entwickelt, und 3. von dem in Wasser und Alkohol l6s- 
lichen Enzym 2,26?/o = 6,91 com Sauerstoff mehr verbraucht 
und 2.11%) 6.3 cem Kohlensiiure mehr gebildet. 

Schhiehlich wurde mit dem in Neutralsalzen  loslichen 
Enzym noch ein Versuch angestellt, in welchem die Gasanalysen 
nacheinander wiederholt wurden, und zwar die erste mit dem 
Enzym allein, die zweite 24 Stunden, die dritte 48 Stunden 
und die vierte 8 Tage nach Zuckerzusatz ausgefiihrt wurden. 
Der vorher sterilisierte Apparat, welcher zum Versuche benutzt 
wurde, stand wiihrend der ganzen Dauer des Versuches im 
Thermostaten. 


Nr. 1. 
Gasanalyse von 75 ccm in Neutralsalzen loslichen 
Knzyms nach 38tigigem Verbleiben im Thermostaten. 


Die Fiillung des Apparates fand bei 28° T und 758 mm Bst. statt. 


Inhalt des Apparates — 3960 — 75 —= 285 ccm. Red. = 282. 
Gasvolumen 19,4 cem bei 20,7° T und 758 mm Bst. Red. == 17,55 ccm. 
Nach Absorption mit 50°%o KOH. 

Gasvolumen 18.3 cem bei 20° T und 753 mm Bst. Red. — 16.51 cem. 


Nach Absorption mit 25°/o Pyrogallol. 
Gasvolumen 15,0 ccm bei 20,5° T und 752 mm Bst. Red. == 13,47 ccm. 


OR 
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CO, gefunden 1,01 cem == 5.6°/0 oder im ganzen 14,39 cem. 


gefunden 3,04 cem = 17.3%. 
O-Verbrauch = 3,5°o oder im ganzen 8,12 ccm, 


Nr. 2. 
Gasanalyse 24 Stunden nach Zusatz von 30 cem 4°/oiger 
Zuckerlosung zu dem Enzym. 


Inhalt des Gefiifes = 360 — (75 +- 30) = 255 ccm. Red. = 227,15 cem. 
Gasvolumen 87.2 cem bet 19.22 T und 757 mm Bst. Red. == 79.75 cem. 


Nach Absorption mit 50°/0 KHO. 
Gasvolumen 82.1 cem bei 19.59 T und 758 mm Bst. Red. = 75.01 cem. 


Nach Absorption mit 25%/o Pyrogallol. 


Gasvolumen 68.0 com bei 19.8° T und 760 mm Bst. Red. == 62.23 eem. 
CO, gefunden 4,74 ccm == 5,940 oder im ganzen == 13,48 ccm. 
O gefunden 12,78 cem = 16,02°/o. 


O-Verbrauch 4,78°/o oder im ganzen 10,85 cem. 
Nr. 3. 
Gasanalyse 48 Stunden nach Zusatz von 380 ccm 
Zuckerlosung. 
Gasvolumen 14,2 cem bei 19.3? T und 755 mm Bst. Red. = 12,93 cem. 
Nach Absorption mit 50° 0 KHO. 
Gasvolumen 13,3 cem bei 194° T und 758 mm Bst. Red. = 12,14 cem. 


Nach Absorption mit 25° Pyrogallol. 


Gasvolumen 11.2 cem bei 18.79 To ound 758 mm Bst. Red. = 10,2 cem. 
CO, gefunden 0,79 cem == 6,190 oder im ganzen 13,84 cem. 
O gefunden 1.94 cem = 


Q-Verbrauch 5.840 oder im ganzen 13,174 ccm. 


Nr. 4. 

Gasanalyse 9 Tage nach Zuckerzusatz zu dem Enzym., 
Gasvolumen 10,3 cem bei 195° T und 749 mm Bst. Red. == 9.29 cem. 
Nach Absorption mit 50° KHO. 

Gasvolumen 9.0 com bet 18,8’ To und 74 min bst. Ned. 8.15 com. 


Nach Absorption mit 25° 0 Pyrogallol. 


Gasvolumen 7.7 cem ber 194’ T und 749 mm Bst. Red. == 6.95 cem 
CO, gefunden 1.44 cem = 11,2°o oder im ganzen 29,9 ccm. 
() vefunden 1.2 cem = 12,91°% 


Q-Verbrauch 7.9/0 oder im ganzen 21,15 cem. 
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Aus den eben angefiihrten Analysen geht hervor, daB von 
75 com 0,428 Trockensubstanz) des in Neutralsalzen l6s- 
lichen) Oxvdationsenzyms im Laufe von 3 Tagen bei Brut- 
temperatur 3,5°/o 8,12 cem Sauerstoff verbraucht und 5,6°/o 
= 14.39 cem Kohlensiiure gebildet werden. 24 und 48 Stunden 
nach Zuckerzusatz wurde der Kohlensiiuregehalt unveriandert 
gefunden, wiithrend der Sauerstoffverbrauch nach 24 Stunden 
1,280 = 2,73 cem und nach 48 Stunden 2,349/o = 5 ccm 
betrug. Nach 9 Tagen wurden 5,6°,0 oder im ganzen 15,51 com 
Kohlensiiure mehr gebildet und 13,0 com Sauerstoff 
mehr verbraucht. Wie bekannt, wird der Traubenzucker nach 
den friiheren Untersuchungen von M. Nencki and N. Sieber!) 
In neutraler Reaktion micht zersetzt und infolee dessen absorbiert 
er weder Sauerstoff noch bildet sich Kohlensiiure. AuBerdem 
stelllen wir noch folgende zwei Parallelversuche an. 

2O com einer 1,63" Traubenzuckerl6sung, welche 
miltels Fehltingscher Losung genau bestimmt worden war, 
wurden einerseits mit) com des unveriinderten wasserlos- 
lichen Oxydationsenzyms, andererseits mit) 10 cem des niim- 
lichen, aber auf 100° erwarmten Oxydationsenzyms versetzt 
und unter aseptischen Kautelen in den auf 37,7° temperierten 
Brutschrank gestellt. Nach Verlauf von 1 Stunde wurden beiden 
Losungen Proben entnommen und titrimetrisch auf ihren Zucker- 
gehalt untersucht. 

In dem ersten Versuche mit ungekochtem Enzym) waren 
im Laufe einer Stunde von 0.326 g¢ Traubenzucker 0,2116 ¢ 

64° 0 zersetzt worden. Im zweiten Versuche waren O,O8S1 ¢ 
27" 9 zersetzt worden. Hieraus ersieht man, dafi durch kr- 
wirmen auf 100° die Fiihigkeit, Zucker zu oxydieren, bei dem 


wasserloslichen Oxydationsenzym etwa auf vermindert, je- 
doch nicht) volikommen vernichtet wird, da in dem Versucl: 
mit aufgekochtem Enzym immer noch 3/3 vorhandenen 
Zuckers zersetzt werde. Um zu ermitteln, worauf die Zucker- 
zersetzung in diesem Falle beruht, stellten wir in verschiedene: 
Richtungen weitere Versuche an: die in dieser Beziehung cr- 
langten Resultate sollen niichstens mitgeteilt werden, 
Journal prakt. Chemie, Bd. 26, S. 8. 
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Nach den Beobachtungen von Martin Hahn?!) besitzt 
der Saft aus dem Kolben von Arum maculatum ein stark 
glykolytisches, sowie invertierendes Vermodgen, welches mit 
der Gegenwart der Oxydasen in Zusammenhang gestellt) wird. 

Dab Traubenzucker im Blute rasch zersetzt wird, ist 
lingst bekannt. Diese Beobachtung riihrt noch von Claude- 
Bernard?) her. Sie wurde auch von Lépine®) bestiitigt. 
Noch frither hatte Scheremetjewski') gefunden, dab in 
zuckerhaltigem Blute der Sauerstolf im Laufe von 5! 2 Stunden 
um 38,25°/o abnimmt, wiihrend der Kohlensituregehalt dem- 
selben Zeitraume um 3,75° 0 zunimint. Nach Kraus®) erfolgt 
die Giykolyse im Blute unter Abspaltung von Kohlensiiure in- 
folee fermentativer Umsetzung. RObmann®) und seine Schiiler, 
nameutlich Spitzer,’) haben nachgewiesen, dah nicht allein 
das Blut, sondern auch wiisserige Ausztige siimbticher Organe 
imstande sind, durch Oxydation Zucker zu zerstOren. 
mann und Spitzer dubern, dab sie nicht wissen, welche 
Zeilbestandteile hierber als Sauersiofferreger wirken, sie zweileln 
jedoch nicht, hierbei Oxydationsfermente mitwirken. 

Nach Spitzer die Glykolyse nicht) von) einem im 
serum enthaltenen) Ferment, noch vom Hiimoglobin, sowie 
dessen Zersetzungsprodukten, ebensowenig von uns bekannten 
Eiweibkorpern des Blutplasmas abhiingig. «Die giykolytische 
Wirkung des Blutes ist eine fermentative. Sie ist) moelich 
ber der Anwesenheit von atmosphiirischem resp. in Oxyhiimo- 
globin vorhandenem Sauerstolf. Die glykolytische Substanz ist 
mittels Alkohol fallbar. Das glykolytische Prinzip wurde in 
simtlichen Organen und Zellen nachgewiesen.» Nach Spitzer 


') Berichte d. deutsch. chem. Gesellsch. 33. 8, 3555, 

*) Vorlesungen iiber Diabetes. 1878. 

*) Comptes rendus. 1L890— 1893. 

Berichte der kénigl. siichs. Gesellschaft d. Wissensch. Sitzung 
vom 12. 1868. 

°) Zeitschr. f. klin. Med., Bd. 21. 1892. 

Centralblatt fiir die medizinischen Wissenschaften. 1893. Nr. dl, 
S. 849. 


Berliner klin. Wochenschr. 1894. 949. 
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ist die Fahigkeit, Traubenzucker zu zersetzen, von dem Proto- 
plasma abhingig. 

Aus diesen Angaben geht hervor, dab, wie die Beob- 
achtungen und Untersuchungen anderer Autoren beweisen, 
der Zucker aus dem blute infolge eines Oxydationsprozesses 
verschwindet. Die friiheren Beobachtungen und Ansichten haben, 
wie man sieht, durch die vorliegende Untersuchung eine neue 
Bestiitigung gefunden. Durch diese Untersuchungen ist es uns 
gelungen nachzuweisen, dab die aus blutplasmatibrin, 
welches, wie bekannt, imstande ist, Fermente mechanisch 
einzuschlieben oder zu fixieren, dargestellten drei oxydierenden 
Enzyme auf die untersuchten Monosaccharide eine oxydierende 
Wirkung ausiiben. Gletche Wirkung auf Zuckerstoffe besitzt 
auch das in Neutralsalzen JOsliche Oxydationsenzym aus nor- 
maler Kalbs- und Hundemilz, die sogenaniute Globulinoxvdase 
von Abelous et Biarnés. 

Aus den noch nicht ganz abgeschlossenen Untersuchungen, 
welche demniichst mitgeteilt werden sollen, geht) auberdem 
hervor, auch Di- und Polysaccharide ebenfalls darch 
die genannten drei Enzyme angegrifien werden. 

Auf Rohrazucker wirken die 3 Enzyme weniger energisch 
und nicht in gleichem Mabe ein. Von den 38 Enzymen war 
das in Alkohol und Wasser lésliche, welches nur in Gegenwart 
von Hydroperoxyd oxvdierend wirkt, das erste, welches aut 
Rohrzucker eine invertierende Wirkung zeigte. Versuche, in 
denen 10> ¢ Rohrzueker in 20 com Wasser gelost, mit je 50 com 
von jedem der Oxydationsenzyme vermischt und dann zur 
Kontrolle auf Reduktion mittels Trommerscher Probe gepriift 
wurden, ergaben siimtlich ein negatives Resultat. Nach 24stiin- 
digem Stehen im Thermostaten wurde in den aus dem Gemisch 
enthommenen Proben. welches aus dem in Alkohol und Wasser 
loslichen) Enzvm hergestellt’ war, mit der Trommerschen 
Probe Reduktion des Kupferoxyds beobachtet. In den anderen 
Versuchen mit den 2 Enzymen konnte erst nach Verlauf von 
einigen Tagen in den entnommenen Proben Reduktion des Kupfers 
konstatiert werden. 

Hier ser nur eme Tabelle angefiihrt, aus welcher zu 
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ersehen ist, dab bei Einwirkung der 3 Enzyme auf Rohrzucker 
sich ebenfalls Kohlensiiure entwickelt, welche durch Wiigung 
bestimmt wurde. 


Bestimmung der Kohlensiure, welche bei Einwirkung 
des oxydierenden Enzyms auf Rohrzucker entwickelt 
wurde, 


Gewichtszunahme der 50°/o KHO enthaltenden Apparate. 


Wasserlésliches Enzym 


In Neutralsalzen l6s- In Alkohol und Wasser 
cem-> LOg Rohrzuck. ( OS One ( iSSé 


+ 10 com Wasser hiches Enzyin losliches Enzym 
Nach 7 Tagen Nach 7 Tagen Nach 7 Tagen 

¢ OAOSS ¢ O.O377 
Nach 50 Tagen Nach 30 Tagen Nach 30 Tagen 
¢ 0.2741 ¢ O.170 
volumetrisch volumetrisch volumetrisch 
45.52 137,39 com 86.49 com 


Aus dieser Tabelle ersieht man, dai in dem Versuche 
mit dem in Neutralsalzen loslichen Enzym am meisten Kohlen- 
siiure, néimlich O,2741 ¢@ — 137,39 ccm ausgeschieden wurde: 
im Versuche mit dem in Wasser und Alkohol l6slichen Enzym 
wurden O70 ¢ = 86,45 ccm ausgeschieden; am geringsten 
war «die Kohlensiitureausscheidung in dem Versuch mit dem 
wasserloslichen Enzym, namlich 0.0852 43,52 com. Nach 
Verlauf von 7 Tagen entnommene Proben ergaben in’ den 
Versuchen mit dem in Neutralsalzen, sowie mit dem in Wasser 
und Alkohol J6slichen Enzym Reduktion von Kupferoxyd in 
alkoholischer, sowie essigsaurer Losung (d. h. mit dem 
Barfoedschen Reagens). In dem Versuche mit dem wasser- 
loslichen Enzym fiel jedoch nur die Tromimersche Probe 
positiv aus, withrend die Barfoedsche ein negatives Resultat 
ergab, was auf Abwesenheit der Glukose hindeutet. Dieser 
Befund wurde auch durch das Verhalten zu dem Phenylhydrazin 
bestiitigt. 

In dem Versuch mit dem in Neutralsalzen loslichen Oxy- 
dationsenzvm und Rohrzucker wurde mittels essigsauren 
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Phenylhydrazins ein Osazon erhalten, welches den fiir Glukose 
charakteristischen) Schmelzpunkt, niamlich zwischen 205 und 
besab. Das in dem Versuche mit dem in’ Wasser 
und Alkohol loshchen Enzym und Rohrzucker erhaltene Osazon 
zeigte einen Schmelzpunkt zwischen 190 und 193°C. In dem 
Versuche mif dem wasserloslichen Enzym konnte kein Osazon 
dargestelll werden. Wurster?) hat) bekanntlich gefunden, 
dali durch Wasserstoffsuperoxvd der Rohrzucker zuniichst in- 
vertiert, dann wie Traubenzucker unter CO? Entwiekelung 
oxvdiert: wird. 

Gegen Polysaccharide, speziell gegen Stiirke, erwies. sich 
das wasserlosliche oxydierende Enzym am wirksamsten. Durch 
weitere Untersuchungen soll festgestellt werden, ob allen Oxy- 
dationsenzymen die Fahigkeit, Kohlehydrate, speziell die Zucker- 
urten, zu zersetzen, zukommt, oder ob es solche gibt, die 
diese Faliekeit nicht besitzen. Hier sei nebenber bemerkt, dab 
der witsserige Fleischauszug glykolytisches Vermogen besitzt, 
Zz 20 com des Fleischauszuges mit 10° Wasser, in 
welchem O80 @ Zucker gel6st waren, versetzt. baben bei 
Bruttemperatur im Laufe von drei Stunden 0,232 
Traubenzueker bet Luftzutritt ohne Gasentwickelung zersetzt. 

Um diese Erscheinungen klarzustellen, haben wir auch die 
Oxydationsenzyme pflanzlicher Herstammung in gleicher Richtung 
untersucht und gefunden, dab nicht allein aus dem Tierkorper 
stammende Oxvdationsenzvme die Zersetzung der Kohlehydrate 
resp. des Zuckers zu bewirken imstande sind, sondern die 
gleiche Wirkung kommt aach pflanzlichen Oxydations- 
enzymen zu. Z. B. wir haben beobachtet, dab wiisserige 
Ausziige verschicdener Pflanzen resp. Pilze imstande sind, 
ebenfalls sehr energisch den Traubenzucker im Laufe von 
wenigen Stunden zu zersetzen. Hieriiber soilen genaue Zahlen- 
angaben einer demniichst erscheinenden Publikation mit- 
geteilt werden. 

Wir haben Grund, anzunehmen, dab es versehiedene Oxy- 
dationsenzyme gibt, und dal sie auferdem, was ihre Wirkung 


') Zentralbl. f. Phystologie, 3. 
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anbetrifft, verschiedenartige sind. AuBerdem haben wir gesehen, 
und auch andere Autoren bestiitigen dieses, namlich nicht jedes 
oxydierende Enzym imstande ist, alle leicht oxydablen Korper zu 
oxydieren. Im Gegenteil scheinen diese Enzyme eine elektive 
Wirkung zu besitzen: sie oxydieren nur gewisse Korper, wiihrend 
sie dagegen andere, verhiltnismiibig leicht oxydable Korper ent- 
weder gar nicht angreifen oder in ganz anderer., fiir sie spezifischer 
Art und Weise veriindern resp. verbrennen. Wir haben z. B. ge- 
funden, dali die 38 Oxydationsenzyme, welche, wie wir sahen, 
mit Leichtigkeit die Monosaccharide angreifen und zersetzen, 
nicht imstande sind, so leicht oxydable Substanzen, wie die 
Salicvl-, Benz- und Formaldehyde zu den entsprechenden 
Siiuren, der Salievl-, Benzoe- und Ameisensaure, zu oxydieren, 
sondern nach einem ganz anderen Modus und viel tiefgreifender 
auf sie einwirken, niimlich sie in Farbstoffe umwandeln. Wir 
wollen in einer niichsten Verdffentlichung iiber diese Unter- 
suchungen berichten. 

Schon dieses Faktum allein gentigt, um uns zu dem 
Schlusse zu berechtigen, dab es verschiedene Oxydationsfermente 
geben muh: denn wir wissen, dab verseliedene Organ- und 
Gewebsausziige (Jacoby, Salkowski), dank der Anwesenheit 
eines Oxydationsenzyms, imstande sind, den Salicylaldehyd zu 
Salicylsiiure zu oxvdieren. Vorliufig kann nicht behauptet 
werden, da die Oxydationsfermente keine tiefgreifende Wirkung 
ausiiben: es ist méglich, dafi die einen von ihnen eine weniger 
energische, die anderen aber cine tiefergreifende Wirkung aus- 
iiben. 

Durch die hé6chst interessanten Untersuchungen von Julius 
Stoklasa und F. Czerny?!), welche in diesem Jahre veroffent- 
licht worden sind, haben wir erfahren, dab es nicht nur in 
den pflanzlichen, sondern auch in den tierischen Zellen Enzyme 
eibt, welche die Giukose anaérobiotisch durch alkoholische 
Giarung zersetzen. Den erwiihnten Autoren ist es gelungen, 
aus verschiedenen Pflanzenteilen und tierischen Organen, wie 
Herz, Nieren, Lunge usw. (eine besonders energische alkoholische 


1) Ber. d. d. chem. Ges. Bd. 36, S. 622. 
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Giirung riefen Lungen- und Leberextrakte hervor), ein Enzym 
nach Art der Hefezymuase darzustellen und mittels Alkoholither 
zu isolieren. In isoliertem Zustande behalten jedoch die Enzyme 
ihre giirungserregende Kraft nicht lange bei: nach 5 Tagen 
ist sie bereits herabgesetzt und nach 7 Tagen ganz ver- 
schwunden. Weitere Untersuchungen, sowohl in dieser Richtung 
als auch in betretf der Oxydationsfermente oder -Enzyme werden 
unsere Anschauungen erweitern und uns dariber aufkliren, 
unter welchen Bedingungen die einen und die anderen Enzyme 
in ‘Titigkeit treten. 

Jedenfalls ist der Nachweis, dab oxydierende Enzyme an 
der Zersetzung der Kohlehydrate resp. des Zuckers teilnehmen 
kOnnen, biologischer Hinsicht ohne Zweifel von Bedeutung. 
Da wir nun wissen, dai die Oxydationsenzyme die Fahigkeit 
besitzen, die Spannkraft, welche dem Tierkorper fiir: Wiirme- 
erzeugung und Arbeitsleistung noétig ist, in lebendige Kraft 
umzusetzen, miissen wir diesen Enzymen mehr Bedeutung ein- 
riiumen, als wir das bis dahin getan haben. Die weite Ver- 
breitung der oxydierenden Enzyme in der Pflanzen- und Tier- 
welt, sowie andererseits die ihnen zukommende schiitzende 
resp. entgiftende Wirkung auf Toxine gibt uns einen weiteren 
Beweis dafiir, dali sie in der Natur eine ganz und gar nicht 
untergeordnete Rolle zu spielen bestimmt. sind. 


| 
§ 


Uber Kjeldahls Stickstoffbestimmungsmethode. 
Von 
S. P. L. Sérensen und C. Pedersen. 
Mit ciner Abbilduny, 


(Der Redaktion zugegangen am 18, September 1903.) 


In einem der letzterschienenen Hefte dieser Zeitschrift 
haben Fr. Kutscher und H. Steudel!) eine mit zahlreichen 
Analysen versehene Abhandlung verOffentlicht, in) welcher die 
Verfasser darzutun suchen, dab, wenngleich Kyjeldahis Stick- 
stoffbestimmungsmethode ihrem Zwecke geniigt, solange es sich 
um Bestimmung des Gesamtstickstoffes Mischungen so 
ungleichartigen Korpern wie Fleisch, Brot, Harn usw. handelt, 
dies doch durchaus nicht dann der Fall sel, wenn die Rede 
von der Analyse bestimmter chemischer Verbindungen sei. Die 
Verfasser haben versucht, in KoOrpern von so hervorragender 
phystologischer Wichtigkeit wie Kreatin, Kreatinin, Harnsiure, 
Lysin und Histidin den Stickstoffgehalt nach Kyeldahl zu be- 
stimmen, aber dabei stets sehr wechselnde Resultate bekommen: 
bisweilen haben sie einen dem berechneten einigermaben nahe- 
kommenden Stickstoffgehalt erhalten: Offer war jedoch der ge- 
fundene Gehalf um ein oder mehrere Prozent zu niedrig, und 
bei einzelnen ihrer Analysen erreicht er sogar nur? 4-—* 3 von 
demjenigen, welchen die Berechnung ergeben hatte. 

Wenn diese Resultate wirklich zuverliissig wiiren, d. h. 
durch richtige Anwendung von Kjeldahls Methode gewonnen 
wiiren, so wirden die Verfasser vollkommen berechtigt sein, 
die Methode zu verwerfen, und zwar nicht nur bei der Analyse 
hestimmter chemischer Verbindungen, sondern bei Stickstoff- 
bestimmungen iiberhaupt, jedesmal wenn es sich einiger- 


') Diese Zeitschr., Bd. AXXXIX, 12 (1905), 
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maven genaue Analysen handelte. So verhiilt es sich aber 


nicht: das erhellt zur Geniige aus den — tibrigens nicht eben 
sehr ausfiihrlichen — Aufschliissen, welche die Verfasser iiber 


das von ihmen ber der Stickstoffbestimmung befolgte Verfahren 
eeben: letzteres ist in wesentlichen Punkten verschieden sowohl 
von der urspriinglichen Methode Kjeldahts als auch von den 
spiiter eingeltihrten Modifikationen derselben. Dieses gilt z. B. 
ber vielen von den anveftihrten Versuchen der Verfasser fiir 
die Dauner des WKochens: insbesondere ist es aber bei der Weise 
der Fall, auf welche die Oxydation durch Kaliumpermanganat 
auseefiihre wurde, 

Was nun zuniichst die Kochdauer anlangt, so wird in 
der ersten Abhandlung Kjyeldahis!) angegeben, dab ein paar 
Stunden gewohnlich geniigen werden, wenn eine Mischune von 
konzentrierter Schwefelsiiare und rauchender Schwefelsiiure 
oder Phosphorsiiureanhydrid angewendet wird: bei Verwendung 
von englischer Schwefelsiture set aber eine liingere forigesetzte 
Erhitzung erforderlich, ehe die Fliissigkeit: farblos oder beimahe 
farblos werde. dedoch ist es nach Kyjeldahis Erfahrung, 
jedenfalls bet den Eiweibkorpern und ihren Derivaten. auch 
nicht notwendig, das Kochen bis vollstiindigen Farblos- 
werden der Fliissigkeit fortzusetzen: selbst bei Anwendung eng- 
lischer Schwefeisiiure werden, sagt er, die EKiweibkoOrper durch 
2 stiindiges Kochen geniigend zersetzt werden, um die Oxydation 
ohne Stickstoffverfust ausfihren konnen. Bei anderen 
Stoffen, wo der Stickstoff auf eine andere Weise als bei den 
Kiweibkorpern gelagert ist, muB, wie Kjeldahl angibt. lingere 
Zcit mit der englischen Schwefelsiiure gekocht oder die Mischung 
von Schwefelsiiure und Phosphorsiiureanhydrid benutzt werden. 
Durch eine Rethe eingehender Untersuchungen, namentlich von 
deutschen) Forschern, wurde, wie bekannt, nachgewiesen, dab 
durch Zusatz von Metallen) ober Metalloxyden (Kupferoxyd, 
Queeksilber, Quecksilberoxvd oder Gemischen von diesen) der 
Prozeh in hohem Mabe besehleunigt wird: allein eine weniger 
als halbstiindige Kochdauer wird doch von keinem empfolilen. 


Meddelelser fra Carlsbere Laboratoriet 13 (1883), Zeitschr. 


fir anal. Chem., Bd. 22, 8. 372 (L885), 
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Man braucht sich somit auch nicht dariiber zu wundern, wenn 
Kutscher und Steudel zu niedrige Resultate bekommen haben 
bei den Versuchen, wo die Kochdauer von fiinf Minuten bis 
1/2 Stunde variert, und wo zudem manchmal mit konzentrierter 
Schwefelsiure allein ohne irgendwelchen Zusatz gekocht wird: 
wenn sie trotzdem bei einzelnen von den hier in Rede stehenden 
Versuchen, welche mit Kreatin angestellt’ wurden, einen Stick- 
stoffgehalt finden, welcher dem bereehneten beinahe  gleich- 
kommt, so dieses zufiilligen Verschiedenheiten bet der 
Erhitzung zuzuschreiben sein und beweist nur, dal Wreatin 
ein Stoff ist, welcher sich tiberaus leicht nach Kjeldahl 
analysieren lébt. Im tibrigen miissen wir ner die Bemerkung 
einschieben, dah es bei den auberordentlich zahlreichen Analysen, 
welche im Lauf der Jahre Iiesigem Laboratorium nach 
Kjeldahl gemacht wurden, stets sich ergeben hat, dali eme 
Verkiirzung der Kochdauer bis unter zwei bis drei Stunden die 
Gefahr fiir einen Stiekstoffverlust mit sich fiihren kann. Bei 
Versuchen, welche mit Milch und Bier angestellt wurden, unter 
Senutzung von konzentrierter Schwefelsiiure, Quecksilber und 
Kupferoxyvd als Zersetzungsmittel, ist es bisweilen vorgekommen, 
daB die Fltissigkeit eine rein. griine Farbe, ohne  briiunlichen 
‘Ton, angenommen hat, bevor die Zersetzung wirklich zu Ende 
ist. ela Verhiiltnis, welches vollkommen der Weise entspricht, 
in welcher Korper wie Kreatin, Kreatinin und Harnsiiure sich 
verhalten, indem diese beim Kochen die Schwefelsiiure garnicht 
oder jedenfalls nur ganz voriibergehend firben. Dagegen wurde 
in mesigem Laboratorium immer wieder die Erfahrung gemacht, 
dab der Prozef} wunscheemiii verliiuft, wenn die Erhitzung 
ohne weiteren Zusatz als ein wenig Kupferoxyd vorgenommen 
und das Kochen fortgesetzt wird, bis die Fliissigkeit rein griin, 
ohne briitunlichen Ton, geworden ist. nur mub die Kocehdauer 
immer wenigstens drei Stunden betragen.!) Uberhaupt wird 
es doch in wettaus den meisten Fildlen von duberst geringem 

') Hiervon konnen natiirlich in speziellen Fallen Ausnahmen ge- 
macht werden, wenn es bei Untersuchungen von speziellen Arten von 
stoffen sich herausgestellt hat, dafi eine so lange Kochdauer nmieht not- 
wendig ist. 
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Belang sein, ob das Kochen eine Stunde mehr oder weniger 
zu dauern hat, da man die Kochkolben, wenn nur ein wenig 
Kupferoxyd zugesetzt wird, ganz ohne Aufsicht stehen lassen 
kann — so libt sich die Zersetzung auch von schwer zersetz- 
baren Korpern sehr bequem durch Kochen von einem Tag zum 
andern bewerkstelligen. 

Was die Oxydation mittels Kaliampermanganat angeht. 
wurde von verschiedener Seite darauf hingewiesen, dab, wenn 
die Zersetzung mittels Schwefelsiiure in der richtigen Weise 
ausgefiihrt und durchgefiihrt wird, der Zusatz von Kalium- 
permanganat tiberfliissig, ja uachteilig sei, indem dadurech ein 
Stickstoffverlust verursacht werden koénne. Hierzu ist zu be- 
merken, Oxydation Kallumpermanganat  selbst- 
, sofern keine organische Substanz 
vorhanden ist, welche sich noch weiter oxvdieren liebe, was 
ofters dann der Fall sein wird, wenn das Kochen mit Schwefel- 
siiture tiber den Zeitpunkt hinaus gedauert hat, wo die Fliissig- 
keit die rein griine Farbe angenommen hat: es kann aber auch 
vorkommen, die Zersetzung nicht absolut zu Ende gefiihrt 


verstiindlich tiberfliissig ist 


worden ist, selbst wenn die Fliissigkeit eine rein griine Farbe 
hat, und in dem Falle ist die Anwendung des Kallumperman- 
ganats notwendig, sowie dasselbe selbstredend bei einer jeden 
Analyse, wo das Kochen vor dem = reinen Griinwerden der 
Kiiissigkeit abgebrochen wird, anzuwenden ist. Da demnach 
Fille vorkommen koOnnen, wo die Anwendung des Kalitum- 
permanganats erwiinscht ist, so gelangt hiesigem 
Laboratorium bei allen Kyeldahtschen Stickstoffbesimmungen 
zur Verwendung, indem die Oxydation mittels Kaliumperman- 
ganat, auf die von Kjeldahl?) angegebene Weise angewendet. 
niemals einen) Ammoniakverlust verursacht. Dagegen ist es 
unstatthaft, das NKaliumpermanganat zu der abgekiihiten Fliissig- 
keit zu setzen und dann von neuem zum Kochen zu bringen. 
wie dies F. Kutseher und H. Steudel getan haben: aul 
diese Weise wird fast immer ein Stickstolfveriust resultieren. 
Kjeldahl warnt seiner ersten) Abhandiung ausdriicklich 

') Meddelelser fra Carlsberg Laboratoriet Il, 15 (1885. 


Zeitschr. fiir analyt. Chem., Bd. 22, 8. 374 (1885), 
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davor:!) «Dagegen darf man die griine Fliissigkeit) durchaus 
nicht stark erwirmen, wodurch unter. starker Sauerstoffent- 
wicklung eine Reduktion des Manganoxydsalzes eintritt: hier- 
durch wird die Fliissigkeit wieder hell und, wie ich Ofter zu 
beobachten Gelegenheit hatte, ist damit ein deuthcher Ammoniak- 
verlust verbunden>. 

Wiewohl es, wie dies aus dem oben Gesagten hervor- 
veht, leicht begreiflich ist, dab Kutscher und Steudel bei 
dem von ihnen verwendeten Verfahren keine richtigen, ja nicht 
einmal konstanten Resultate haben erreichen kOnnen, haben 
wir doch wegen der Wichtigkeit der Sache es fiir notwendig 
eehalten, die Anwendbarkeit der Kjeldahtschen Methode gegen- 
iiber den von Kutscher und Steudel angewendeten Stoffen 
zu priifen. Wir ergreifen die Gelegenheit, um die Art und Weise, 
wie Kyeldahls Methode Iner im Laboratorium angewendet wird, 
und wie wir sie auch in diesem Falle) verwendet haben, in 
Kiirze zu beschreiben. Das Verfahren ist der Hauptsache nach 
das gleiche, welches von Kjeldahl in seiner ersten Abhandlung 
empfohlen wurde, und ist demnach — wie bereits von Kjeldahl 
selbst betont wurde — auf die Analyse von Alkaloiden oder von 
allen solchen Stickstoffverbindungen, welche vor dem Kochen 
mit Schwefelsiiure eine vorbereitende Behandlung erheischen 
(Nitroverbindungen usw.i, nicht anwendbar. 

In einem langhalsigen, flachbodigen Kolben von Jenaerglas, 
von 100 cem Inhalt, wird von der zu analysierenden Substanz 
so viel abgewogen, dab der darin enthalfene Stickstoff 15 — 30 mg 
betriigt; die abgewogene Stolimenge soll jedoch in der Regel 


0.4% nicht tibersteigen, und ber sehr stickstoffarmen Verbin- 
dungen, wo es erwiinscht ist, gegen Lo Substanz Arbeit 
zu nelimen, muB zur Zersetzung das Doppelte von der unten 
ungegebenen Schwefelsduremenge verwendet werden. Wenn eime 
Losune zur Untersuchung vorlieet, so wird von derselben) ein 
passendes Volumen abpipettiert und nach Zugabe von? com 
Schwefelsiiure in dem Kolben auf ein kleines Volumen eingeengt 
entweder auf dem Drahtnetz, oder, wenn dies Schwierigkeiten 
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bietet  Stoben oder Schiiumen), im Trockenschrank bei passender 
niedriger Temperatur, Das Verfahren ist dann das gleiche wie 
bei der Analyse fester Substanzen. Nach Zusatz von 10 cem 
Schwefelsiiure und einer ganz geringen Menge 
Kupleroxvd wird der Wolben auf ein Metalldrahtnetz gestellt, 
unter welchem ei Argandbrenner angebracht ist. Das Draht- 
netz ist mit Asbest bekleidet, welcher mit einem kleinen kreis- 
runden Aussehnitt versehen ist, so der Kolben direkt auf 
dem Drahtnetz rubt, iibrigens aber vor Uberhitzung geniigend 
veschitzt ist. Der Wolben wird, um bet dem = WKochen das 
Weespritzen der in demselben enthaltenen Fiiissigkeit’ zu ver- 
hiiten, schriige gelegt, derart, dab der Hals auf einem Gestelle 
ruht.  Anfangs wird schwach erwiirmt und der Kolben- 
inhali wiederholt’ geschiittelt, bis im Laufe von 10—15 Minuten 
les in Losung vegangen ist gewOhulich mit dunkler Farbe — 
und die Temperatur der Masse beinahe den Stedepunkt erreicht 
hat. Dann wird stiirker erhitzt, bis die Losung kochen 
onfiinet. Der Argandbrenner kann dann derart eingestellt werden, 
der Wolbeninhalt immer nur schwach kocht: der Kolbeu 
erfordert dann gewohnlich keine weitere Aufsicht, sondern kann 
ruhig stehen gelassen werden, bis der Inhalt die rein griine, 
nicht bréuntich abgestufte Farbe angenommen hat, was sehr 
versclueden lange dauert und sowohl von der Art als der Menge 
der yvorliegeuden Substanz abhiinet: eine weniger als 3stiimadige 
Kochdauer emptiehlt sich jedoch niemals, selbst) wenn die 
Fliissigkeit bereits vor Ablauf dieser Zeit die reine griine Farbe 
ungenommern hat ¢siehe die Bemerkung Seite 515). 

Wenn das Kochen mit der Schwefelsiiure gentigend lange 
vedauert hat, wird der Kolben vom Feuer weggenommen und 
anf Stick Fultrierpapier auf einen Teller gestellt, worau! 
sogleich mut trockenem grob gepulverten 
oxydiert wird: letzteres wird zu diesem Zwecke mit eines 
Spatel Portionen in den Kolben gestreut, bis dic 
Masse, nach wiederholtem Umschiitteln, von den ausgeschiedene! 
Manvanverbindungen eine schmutzig dunkelgriine Farbe 
venommen hat. Nach Stehenlassen unter Abkihlung wird 
destilliertes Wasser zugesetzt, wodurch natiirlich eine Erwarmie 


Wee 
; 


Uber Kjeldahls Stickstoff bestimmungsmethode. O19 


bewirkt wird, so dali der Kolben von neuem abgekiihlt werden 
muh. bevor die Destillation mit Natron vorgenommen wird, 
Nebenstehende Figur zeigt den Destitierapparat. 
Kochgefah (A) ist ein kupferner Kolben ohne weitere Lotungen 
als die in der Zeichnung am Kolbenhalse sichtbaren. In diesen 
Kuplerkolben wird die oxydierte, verdiinnte und dann abgekithite 
Misehune gebracht, und der 
Glaskolben, welchem die 
Oxvdation vorgenommen 
wurde, wird immer mit un- 
geliihr der gleichen Menge 
Wasser ica. Liter) gespiilt. 
Dann werden 60 30", oiger 
Natronlauge zugesetzt und der 
Kupferko!ben wird moglichst 
rasch in die in der Figur ge- 
zeigte Stellune vebracht. Da- 
nach wird die Destillation 
(ohne Zusatz von Zink) vor- 
eenommen, wobei die beim 
Kochen mitgerissene geringe 
Natroumenge mit Hilfe des 
Waschapparates (By) zuriick- 
gehalten wird. — Der kKiihl- 
apparat(C) besteht aus einem, 
mit einer kupfernen Kappe 
umvebenen, geraden Zinnrohr, 
die Vorlage(D), welche 15cem 
ca. norm. Schwelelsiure 


enthitlt, aus einer gewOhnlichen konischen WKoehtlasche von 
My] Inhalt, die mit einer eingeritzten Marke verschen ist, welche 
das Volumen: 100 ccm, angibt. Die Destillation wird abgebrochen, 
sobald das Volumen des Destillates 100 cem = erreicht hat. 

Die Titrierung wird ebenso wie eine gewohnliche jodo- 
metrische Siiuretitvrierung mit norm. Natritunthiosulfat und 
mit Starke als Indikator vorgenommen. Beziiglich dieser auber- 
ordentlich sehnellen und dabei sehr scharfen Titriermethode, 
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ihrer Ausfiihrung sowie der Herstellung und Aufbewahrung der 
verwendeten Thiosulfatlbsung moge auf Kjeldahis Angaben?) 
verwilesen sein. Es werden von Zeit zu Zeit, und zwar jedes- 
mal wenn neue Reagentien (konzentrierte Schwefelsiiure bezw. 
Natronlauge) in Verwendung genommen werden, blinde Versuche 
vorgenommen, bei welchen 10 c¢em Schwefelsiiure nach Zugabe 
von ein wenig Kupferoxyd (sowie von ‘2 g reinem Rohrzucker, 
mit Riicksicht auf etwa vorhandene Stickstoffoxyde) oxvdiert 
und destilliert werden auf ganz die gleiche Weise wie bei einer 
wirklichen Analyse. Die Berechnung tst eine héchst einfache: 
Wenn bei dem blinden Versuche die in der Vorlage enthaltenen 
15 cem ca. 3/7 normale Schwefelsiiture nach der Destillation 
auf das Volumen £00 com a eccm normale Thiosulfat!Osung 
erfordern, wiihrend bei einer wirklichen Analyse nur b cem 
normale Thiosullathosung erforderlich sind, so hat der Stick- 
stoffgehalt der abgewiigten Menge der Analyse a—b mg Stick- 
stoff petragen. 

Auf diese Weise wurden siimtliche unten angefithrte Stick- 
stoffbestimmungen nach Kyeldahl ausgefiihrt. Jedoeh ist die 
Kochdauer auf verschiedene Weise variert worden; nitheres 
hiertiber ist bei jedem Versuch angegeben., 

1. Kreatin. 

Ks wurde ein Kreatin (puriss. cryst. Schuchardt, Gorlitz) 
verwendet, welches beim Trocknen im Vacuum, bet einer Tem- 
peratur yon 95°) auf konstantes Gewicht nur 9,82°,0 Wasser 
abeab. wiihrend das fiir ein Molekiil-Krystallwasser berechnete 
12.07% o Wasser betriigt. 

1.5229 ¢ verloren im Vacuum bei 958 im Laufe von 12 Stunden 

e, dann aber ber weiterem Trocknen nichts. 

bei einem Wassergvehalt von 9.82°/o soll Kreatin 
Stickstoff 


, 


enthaiten, 
Nach Dumas wurde 28,98°%/o Stickstofi 
Kjeldahl 28.79% 28. 65—28.9 
eefunuden. 
1) Meddelelser tra Carlsberg Laboratoriet Bd. Il, S. 19 (1883) und 
Bd. 8283 (E888): Zeitschrift analyt. Chemie, Bd. 22, 5. 478 (L885 


und Bd. Bt. (1S92). 
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0.1268 ¢ lieferten 32.40 cem Stickstoff. gemessen bei 18° und 
790 mm Druck. 


Stickstoffbestimmungen nach Kjeldahl: 
| Ammoniak- | 
7 menge 
Abgewogene entspr. Stickstoff- 
suches | losung 44) 


Bemerkungen 
menge 


g com 


| | Schwache Erwiirmung ohne 
1 | 0.0907 POOD 28.72 Kochen die Nacht hindurch, dann 
| tstiindiges schwaches Kochen. 


Zugesetzt OL Rohrzucker, ') 


2 (0.0989 28.60 IR 


Erwiirmt und gekocht wie Nr. 1. 
0,0830 23,80 28.68 Wie Nr. 2. 
4 | 0.0988 | 28.40 | setzt g Rohrzu ke 

| | wiirmt und gekocht wie Nr. 1. 
0.0806 23.30 PR Wie Nr. 2. 

| | Zugesetzt OL g Rohrzucker. Er- 

| | | hitzt & Minuten lang bis zum 
Ps 0.0800 | 23. 00 | mie Kochen, dann 1 Stunde lang ge- 
kocht: die Flissigkeit war dann 

| | | gerade rein grin, ohne briiunlichen 

| 

| | Pon, geworden. 
Wie Nr. 6, jedoch mit 2 stiindigem 
O.O890 25,00 | 28,65 | 
| Kochen. 

| | | Wie Nr. 6, jedoch mit 3stiindigem 
8 | 00915 | 2635 | 2880 | 

| hochen. 
9 27,38 244 Wie Nr. t. also ohne Rohrzucker. 

Mittel: 28,79 


') Bei Kérpern, welche sich wie das Kreatin in konzentrierter 
Schwefelsiure lbsen und damit ohne Verkohlung gekocht werden kénnen, 
empfiehlt es sich oft, ein wenig von einem stickstoffireien organischen 
Stoff (z. B. Rohrzucker), welcher mit Schwefelsiure eine starke Ver- 
kohlung gibt, hinzuzusetzen. Man hat dann, wenn gekocht wird, bis 
die Fliissigkeit griin ohne briunlichen Ton geworden ist. ebenso wie bet 
den stickstoffhaltigen Kérpern, welche bei Erhitzung mit Schwefelsiéiure 
Verkohlung geben, ein sichtbares Zeichen, dafv und wann die Zersetzung 
als vollendet zu betrachten ist. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, NXXIX. ob 
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Aus einzelnen von diesen Versuchen (Nr. 6—8) geht 
hervor, dab Kreatin zu denjenigen Korpern gehort, welche 
beim Kochen mit konzentrierter Schwefelsiiure schnell und 
leicht den Stickstoff in Form yon Ammoniak abgeben. 

2. WKreatinin. 

Zu den Versuchen wurde ein unreines Kreatinin (Merck) 
angewendet. Withrend der berechnete Stickstoffyehalt fiir reines 
Kreatinin betriigt, wurde hier gefunden: 

Nach Dumas 34,89°%/o Stickstolf: 

Kyeldahl (33,81—34,39). 

O1130 leferten 54,0 cem Stickstoff, gemessen ber und 
mm Druck. 


Bestimmungen nach Kjeldahl: 


Ammoniak- 
stoffmenge | Thiosuifat- menge 
suches Josumg 44) 
| g een 
10) | Wie Nr. 1. also ohne Rohrzucker. 
| Wie Nr. 2. also mit O14 g Rolv- 
11 0.0673 22 Yd BE 100 | 
zucker, 
{? 34,12 Wie Nr. 2. 
13 0.0674 | 23.195 34.35 Wie Nr. 2. 
14 0.0675 23.00 | 34.07 Wie Nr. 1. 
23.90 Wie Nr. 2. 
Mittel: 


Harnsiiure. 
Es wurde reine Harnsiiure verwendet, deren berechneter 
Stickstoffyehalt 33.59"%/0 betriigt. 
Gefunden nach Dumas 0: 
Kjeldahl 33,33° 0 (33,80—33,35). 
0.1220 ¢ lieferten 35,80 com Stickstoff, gemessen bei 138,42 und 
796 mm Druck. 


KjeldahIsche Bestimmungen. 
Nr. 16. 0.0907 © lieferten eine Ammoniakmenge entsprechend 30,20 ccm 
Nag Thiosulfatlisung (33.309 Stickstoff, gekocht wie Nr. 1 
Nr. £7. 0.0967 ¢ entsprachen 32,25 cem "14 Thiosulfatlisung (33.59" 
Stickstolf, gekocht wie Nr. 2). 
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4. Lysinverbindungen. 

Von reinen Lysinverbindungen, hergestellt aus durch Zer- 
setzung von Proteinkorpern gewonnenem Lysin, haben wir nur 
Gelegenheit gehabt, eine einzelne zu analysieren, niimlich die 
nach Herzog!) durch die Phenylisocyanatverbindung  dar- 
gestellte Hydantoinverbindung, deren berechneter  Stickstoff- 
gehalt 15.53° 0 betriigt. Nach Kjeldahl! wurde 15,23° Stick- 
stoff gefunden. 

Nr. 18. 0.1563 lieferten’ eine Ammoniakmenge entsprechend 
20.76 com 844 Thiosulfatlbsung (15.25°'o Stickstoff sehwach gekocht die 
Nacht hindurch bis Eintritt der reinen griinen Farbe). 

Dagegen haben wir nicht wenige andere, synthetisch dar- 
gestellte Verbindungen untersucht, welche beim = WKochen mit 
konzentrierter Schwefelsiiure ohne Zweifel sich gleich wie 
natiirliches Lysin verhalten werden. So hat einer von uns?) 
vor kurzem eine von rac. a-d-Diaminovaleriansiiure abgeleitete 
Reihe Verbindungen beschrieben, welchen der Stickstoff 
sich nach Kjeldahl leicht bestimmen leh. Ebenso haben wir 
auch ein paar von synthetisch dargestelller rac. a-e-Diamino- 
capronsiiure (rac. Lysine )*) abgeleitete Verbindungen analysiert. 

Zu den zuerst ausgefiihrten Versuchen wurde ein rohes 
crac. Lysinchlorid» benutzt: withrend der berechnete Gehalt 
an Chlor und Stickstoff 32,35°/0 Chlor und 12,81°%o Stickstoft 
betriigt, wurde nur 30,89° 0 Chlor und 

nach Dumas 12,63°/0 Stickstoff 

Kjeldahl 12,52°/o (12,43—12,61) 
gefunden. 

0.2260 g verbrauchten bei Titrierung mit iiherschiissigem Silber- 
nitrat, Filtmerung und Riicktitrierung mit) Ammoniumrhodanidlosung 
19.52 cem von einer ca. ™y, Silbernitratl6sung (Lf cem == 3.576 mg 
Chlor), entsprechend 30,899 Chior. 

') Diese Zeitschr., Bd. XXXIV, S. 525 (1902). 

*, Siehe: S. P. L Sérensen, Etudes sur la synthése des acides 
amidés (Comptes rendus des travaux du Lab. de Carlsberg. Vol. 6, 
p. 32) (1903). 

Beziiglich der Darstellung der rac. ist 
im Schlufabschnitt der eben zitierten Abhandlung (Ll. ¢. 3.60) eine vor- 
liufige Mitteilung gegeben: eine ausfiihrliche Abhandlung tiber diesen 
Gegenstand wird in einigen Monaten erschemen. 
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0.3137 ¢ lieferten 34.60 cem Stickstoff, gemessen bei 18.2° und 
798 mm Druck (12,659. Stickstoff). 

Nr. 19. heferten eine Ammomakmenge entsprechend 
24.13 com 4), Thiosulfatlsung (12,61°'o Stickstoff, gekocht wie Nr. 1). 

Nr. 20. 0.2055 entsprachen 23,55 cem ™,, Thiosulfatlésung 
(12.43° 0 Stickstoff). (Die Salzsiure wurde zuerst mit verdiinnter Schwefel- 
siiure abgedampft und dann konz. Schwefelséure zugesetzt. das Kochen 
wie bei Nr. 1 vorgenommen.) 

Dab Lysinverbindungen wirklich zu den Korpern gehoren, 
welche beim Kochen mit konz. Schwefelsiiture schwierig ihren 
Stickstoff tn Form von Ammoniak abgeben, stellte 
sich ber zwei Versuchen heraus, wo die WKochdauer auf zwei 
Stunden beschriinkt wurde: eine Zugabe von Phosphorwolfram- 
siiure nach Henderson?!) iinderte nichts daran. 

Nr. 21.) ¢ leferten eine Ammoniakmenge entsprechend 
21,75 com ™,, Thiosulfatl6sung (12,2790 Stickstoff). (Nach 1% ,stiindigem 
Kochen war die Fliissigkeit) rein’ griin) ohne braunlichen Ton; die 
gesamte Kochdauer betrug nur 2 Stunden.) 

Nr. 22. entsprachen 21,70 cem Thiosulfatlésung 
(12.25% Stickstoff). CEs waren 8 cem wiisserige Phosphor- 
wolframsiiurelOsung zugesetzt und wurde in allem nur 2 Stunden 
gekocht.) 

Nach passender Umkrystallisation erwies sich das «rac. 
Lysinchlorid» als rein. 

Gefunden 32.08°/59 Chlor und 12,74°/0 Stickstoff: 

Berechnet 82,35°%/0 >» » 12,810 

verbrauchten bei Titrierung wie oben 12.90 cem von 
der obengenannten Silbernitratlbsung, entsprechend 32,08° Chlor. 

Nr. 23. O1925 lieferten eine Aimmoniakmenge’ entsprechend 
24,52 com ™,, Thiosulfatlosung (12.7490 Stickstoff). (Nach 2stiindigem 
Kochen war die Losung rein [nicht briéiunlich} grin) geworden:; dann 
wurde noch 3 Stunden gekocht.) 

Aus dem nicht) umkrystallisierten) Lysinchlorid wurde 
nach Herzog?) die Phenylisocvanatverbindung und daraus die 
Hydantoinverbindung dargestellt, welche letztere, bei Stick- 
stoffbestimmung nach Kjeldahl, 15,18°/o0 Stickstoff enthielt; 


der berechnete Stickstoffgehalt betrug 15,33°/o. 


') Diese Zeitschr., Bd. XXIX, 8. 322 (1900). 
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Ne. 24. O1507 lieferten eine Ammoniakmenge  entsprechend 
22.87 ccm ThiosulfatlOsung (15.18% Stickstoff). (Durch schwaches 
Kochen iiber Nacht auf die reine griine Farbe gebracht } 

Als Resultat der hier beschriebenen Versuche 
ergibt sich, dab Kjeldahls Methode bei der Analyse 
der hier in Rede stehenden Verbindungen sehr gut 
sich anwenden Jébt: Kjeldahls Methode gibt hier wie 
gewOlnlich ein wenig zu niedrige Resultate, wiihrend 
Dumas Methode gewohnlich ein wenig zu hohe Kesul- 
tate gibt. 


Carlsberg Laboratorium, Valby, Kopenhagen, 
September 1905, 
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Das Vorkommen und die Bedeutung des Cholins in der 
Cerebrospinalfliissigkeit bei Epilepsie und organischen 
Erkrankungen des Nervensystems, nebst weiteren Beitragen 
zur Chemie derselben. 

Von 
Dr. Julius Donath, Universititsdozent, 


Oberarzt der Nervenabteilung des St. Stephan-Spitals in Budapest. 


Mit drei Abbildungen. 


(Der Redaktion zugegangen am 18. September 1963.) 


In ciner anderwiirts erscheinenden gréberen Arbeit, welche 
sich mut der direkten Ursache des Krampfantatles bei der sog. 
genuinen oder idiopathischen Epilepsie beschiiftigt, habe ich die 
Ansicht entwickelt, dab es sich bei der Epilepsie um zwei 
Faktoren handelt, die den Krampfanfall bewirken: die ge- 
stergerte Erregbarkeit der Hirnrinde eimerseits und eine 
auf die Hirnrinde ausgetibte Giftwirkung andererseits. Es ist ja 


selbstverstiindlich, dai jeder — ser er mechanischer, 
chemischer, entziindlicher oder infektiédser Natur — bei ve- 


niivender Intensitiit und Andauer auch an einem friiher nor- 
malen Gehirn einen epileptischen Krampf wird hervorrufen 
kOnnen. Bei der genuinen Epilepsie aber, welcher ja oft genug 
ein aus friheren Zeiten herrthrender) Entziindungsprozeh  zu- 
erunde legen mag, gitube ich, kann man nicht umbhin, anzu- 
nehmen, dab die Hirnrinde solcher Individuen leichter erregbar 
ist. sodab giftige Stotfe — seien sie von auben eingefiihrt oder 
scien es normale giftige Stoffwechselprodukte, auf welche sonst 
ein gesundes Gehirn nicht reagiert — hier leicht einen Krampt- 
anfall hervorrufen kénnen. Es scheint auch, nach den Unter- 
suchungen verschiedener Forscher, das Blut (Nrainsky, 
neuestens der Schweih (Cabitto), vielleicht auch der 
Harn epileptiseher Individuen giftig ist. Auch die, besonders 
nach gehiuften epileptischen Anfillen entnommene Cerebro- 
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spinalfliissigkeit wurde von Dide und Saquepée!) sowie von 
Pelligrini?) giftig befunden. 

Ich habe nun eingehende chemische und mikro- 
skopische Untersuchungen mit der durch die Quincke- 
sche Lumbalpunktion gewonnenen Cerebrospinal- 
fliissigkeit angestellt und gefunden, dab diese bei 
Epileptikern in der Regel Cholin euthilt, und mich 
ferner durch Tierexperimente tiherzeugt, dab die die 
Konvulsionen erzeugende Substanz vornehmlich 
Cholin ist. 

Von Mott und Halliburton®) wurde dieses Alkaloid 
sowohl im Blut als in der Cerebrospinaltliissigkeit) bei Er- 
krankungen des Nervensystems gefunden, welche mit Zerstorung 
des Nervengewebes einhergehen. Vor allem bei progressiver 
Paralyse und Tabes, dann bet kombinierter Sklerose, dissemi- 
nierter Sklerose, alkoholischer Poivneuritis, Beri-Beri und auch 
nach experimenteller Durchsehneidung beider Nn. ischiadici bet 
Kaizen. Sie leiten es von dem beim Zerfall der Markscheide 
freiwerdenden Lecithin ab, bei dessen Zersetzung Cholin ab- 
gespaiten wird, Das Cholin wurde von thnen teils auf chemischem 
Wege nachgewlesen, in der Weise, es aus dem Blute*) 
mittels Alkohol extrahiert und dann dessen Platindoppelsalz 
dargestellt wurde, welches, wie bekannt, aus warm gesiittigtem 
[5° oigen Weingeist®) in Oktaederform krystallisiert, teils diente 


') M. Dide et E. Saquepée, Note préluminaire sur la toxieité 
du liquide cérébro-rachidien dans Pepilepsie. (Société de neurologie de 
Paris, Séance du 18 avril 1901.) 

Pelligrini, La tossicita del liquido cerebrospinale epilettien. 
(Riforma medica 1901, Nr. 45.) 

“) Mott and Halliburton, The Chemistry of Nerve-Degeneration. 
The Lancet (901, April £3. 

*) Das Cholin wurde zumeist aus AderlaSblut gewonnen: seltener 
diente dazu Cerebrospinalfliissigkeit, welche post mortem. und nur in 
wenigen Fallen in vivo durch Lumbalpunktion entnommen wurde, 

In kaltem 15% oigen Weingeist fand ich das Cholinchlorplatinat 
unléslich, was aus dem Original nicht ersichthich ist. Hberbei 
krvstallisiert das sonst wasserfreie Platinsalz mit 1 Mol. Wasser. (E. Jalins, 


Ber. d. deutsch-chem. Gesellsch., Bd. 23, 8. 2973. 
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ihnen zur Verifikation des Cholins der physiologische Nachweis, 
indem der Riickstand des alkoholischen Blutextraktes in physio- 
logische Kochsalzlésung aufgenommen und Katzen, Hunden, 
Kaninchen in die Vena jugularis externa injiciert, den Blut- 
druck herabsetzte, und zwar hauptsiichlich durch Erweiterung 
der Visceralgefibe. Auch fanden Mott und tlalliburton in 
der Cerebrospinalfliissigkeit von Paralytikern das Eiweif auf 
das Dreifache vermehrt und darunter das unter normalen Ver- 
hiiltnissen sonst nicht vorkommende Nucleoalbumin, welches 
nach jhnen aus den untergegangenen Nissl-Korperchen  stam- 
men soll, 

lm folgenden will ich die Ergebnisse meiner Untersuchungen 
der Cerebrospinalfliissigkeit) hauptsiichlich der Epileptiker auf 
Cholin, sowie die mit Cholin angestellten Tierexperimente 
mitteien, 


|. Untersuchung der Cerebrospinalflussigkeit auf Cholin bei Epilepsie 
und einigen anderen Krankheiten. 


Nach manchen tastenden Versuchen bin ich zu foigender 
Methode gelangt: 

Die den Kranken entnommene Cerebrospinalfliissigkeit 
wuide in sorgfiltig gereinigten sterilisierten Eprouvetten aul- 
gefangen. Die schwach alkalisch reagierende Fliissigkeit wurde 
mit Salzsiiure schwaech anvesiiuert und auf dem Wasserbade 
zur ‘Trockne eingedampft, wobet unter Schiiumen eine leichte 
Triibung durch ausgeschicdenes Eiweib entsteht. Der Abdampt- 
riickstand wird stets) dunkel (orangegelb bis  dunkelbraun), 
selbst dann, wenn die Fliissigkeit — wie gewoOhnlich — krystall- 
klar war und keine Spur von Blut enthalten hat. In letzterem 
Falle wurde er sogar schwarz. Wahrscheinlich riihrt dies von 
einer leicht oxydablen Substanz her, welche bisher noeh nicht 
mit Sicherheit festgestellt ist. Der Riickstand wird — und 
davon hiingt das tadellose Gelingen der Untersuchung 
ab -— mit vollstindig wasserfreiem Alkohol erschopft. 
In den absoluten Alkohol gehen das neben dem Chlornatrium 
stets vorhandene Chlorkalium, sowie das — wie ich 
and — fast nie fehlende Chlorammonium nicht tiber,. 
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Izsaure Cholin, frei von jeder bei- 
alkalien. Versetzt man nun diesen alko- 


holischen Auszug mit Platinchlorid, das gleichfalls in absolutem 


Alkohol ist. 


dann fiillt aussehtieblich das Cholinchloro- 


platinat aus, welches ich noch durch zwei wichtige Eigenschaften 


identifiziert habe: 1. 


dessen Leichtloslichkeit in kaltem Wasser, 


im Gegensatz zum sehr schwer l6shchen Kalium- und Ammonium- 


platinchlorid und 2. dessen sehr charakteristische und mikro- 


skopische Krystallformen: sagefOrmig gezahnte Krystallgestalten 
in Form von Lanzenspitzen, Blatt-, Kreuz- oder Rosettenform 


— letztere drei- oder 


vierbhitteriz initunter aueh strahlen- 


oder garbenformig geordnete Nadeln, scharf abgeschnittene 


Prismen, oder auch sechsseitige rhomisehe ‘Tafeln. 


Dieselben 


sind gelb, oder in sehr diinnen Schichten, wie insbesondere 


die NadeIn, farblos. 
Man stellt sich diese 
Krystalle dar, indem 
man emige Tropfen 
der wiisserigen L6- 
sung auf einen Ob- 
jekttriiger verdunsten 
labt (S. Fig. 1). Auf 
diese Weise bekommt 
man nie eine Spur 
Alkaliplatin- 


chlorids zu Gesichte, 


eines 


welches man itibrigens 
an den Oktaeder- und 
Tetraedergestalten, 
die zuweilen an den 
Ecken abgestumpft 
sind, leicht erkennen 
also eine vollstiindige 


Wiihrend dies z. B. be 


Fig. 1. 


| A \ \ 
i 
| 
| 
Franz Schn. Epilepsia qenuina, 
(Seibert, Oc. 1, Obj. UL 107.) 
kann. Durch absoluten Alkohol wird 


Trennung von den Alkalien” erzielt,?) 
1 99° oigem Alkohol nicht mehr gelingt. 


Daf durch vollstiindig wasserfreien Alkohol eine quantitative 


Trennune des salzsauren Cholins von Kalium- und Ammoniumehtlorid: er- 


folet. so dafi die darauffolge 


Fiillungen mit alkoholischem Platinehlorid 
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Julius Donath. 


Diese beiden soeben angefiihrten Reaktionen finde ich 

fiir viel handlicher als die von Mott und Halliburton an- 
Fig. 2. gegebenen, niimlich das Aus- 
krystallisieren des Cholin- 


J 


\ | platinchlorids aus 15° oigem 
Weingeist in Oktaedern. wobei 
ich fand, neben den un- 
\ vollkommen ausgebildeten 
‘ | Oktaederformen auch die von 
| mir erwithnten siigeformig ge- 
| ziahinten Blatt- und Roseiten- 
formen nicht fehlen (S. Fig. 2). 
Ubrigens kann man ja auelhi 
| durch Aufl6sen dieses Platin- 
[22 
heibem 15° cigen Weingeist 


(Seibert, Oc. I, Obj. V. 1 305). 
J noch diese weitere Reaktion 


auf Oktaederkrystule ansteilen. Ein) weiteres empfindliches 
Reagens auf Cholin in wisseriger Losung ist: Phosphorwolfram- 
siiure. (Weiber Niederschlag, der aus verdiinnten LOsungen unter 
dem Mikroskop sechsseitige Tafelchen oder Rhomben zeigt). Be- 
dingung dabei ist: Abwesenheit von Chlorkaliam und Chlor- 
ammonium, welchem  Phosphorwolframsiiure 
Niederschliige gibt. Dieser Voraussetzung wird entsprochen, wenn 
nach Auszug mit absolutem Alkohol dieser filtriert und nach Ver- 
jagen des Aikohols in Wasser aufgenommen wird. Des umstiind- 
lichen phyvsiologischen Versuches, mittels intravendser Injektion 
blutdruckherabsetzung zu bewirken, kann man demnach fielich 
entraten. Bei dieser Gelegenheit will ich erwiithnen, dab alle 


nur Cholinplatinchlorid ergeben, davon habe ich mich durch 2 Versuche 
berzeugt: 

ar Zu cem Wasser wurde hinzugefiigt 0.16759 ¢ salzsaures 
Cholin, nebst ein wenig KCI, NaCl und NH Der absolut alkoholische 
Auszug gab mit Platinchlorid 0.3355 g Cholinplatinchlorid, entsprechend 
O1521 ¢ salzsaurem Cholin. Die mikroskopische Untersuchung ergab 
ausschheflich Cholinplatinformen, ohne jede Spur von Oktaedergestalten. 

by) Ebenso gaben 0.0707 ¢ salzsaures Cholin 0.15349 ¢ Cholinplatin- 


chlorid, entspreehend O.06955 ¢ salzsaurem Cholin. 
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meine Versuche. fiir Cholin nach Art der Ptlanzenalkaloide eine 
charakteristische Farbenreaktion zu finden, gescheitert sind, 
was in Anbetracht dieses Korpers der Fettreihe mit niedrigem 
Kohlenstoffgehalt nicht zu verwundern ist. 

Die Tatsache, dab bei dem geringsten Wassergehalt des 
Alkohols Chlorkalium und Chlorammonium in Loésung gehen, 
und der ich zu Anfang meiner Versuche keine Rechnung trug, 


war die Ursache, dab ich Pie. 
immer neben dem Cholin- 
platinchlorid auch. reichlich (\ 
Kalium- und Ammonium- L- 
kam, beide  letzteren er- \ 
kenntlich an den Oktaeder- 1 > | 
\ 
Gleichzeitig wird aber | \ 
das Cholinchloroplatinat durch \ 
den absoluten Alkohol, in dem 
es vollstiindig unl6dslich ist, \ _| 
quantitativ abgeschieden. Salzsanres Cholinplatinchlorid, 
Wenn also Mott und Halli- aus reinem, synthetischen Cholin. 


(Seibert, Oc. I, Obj. V. 1: 305), 
burton?) in einem Falle von , 


Beri-Bberit das Cholin in etwa 20 cem Aderlabblat dadurch 
nachweisen, dab sie dasselbe mit) Alkohol mengten, das 
Riltrat ber 40° C. zur Trockne brachten, den Riickstand in 


Ehe ich zu der sicheren Abscheidungsimethode mittels absoluten 
Alkohols gelangte. versuchte ich statt der Platinfiillang das Goldehlorid- 
salz darzustellen. Dieses bot den Vorteil, das Kalium- und Ammoniuin- 
chlorid, welehe bekanntheh mit Goldchlorid leieht l6shehe Doppelsalze 
bilden, vom Niederschlage fernzuhalten. Doch hat das Cholingoldehiorid 
den Nachteil, leicht reduziert za werden, sowte in Alkohol nicht unlés- 
lich zu sein, so dafi eine volilstiindige Abscheidung des Cholins auf diese 
Weise nicht erfolet. und kleine Mengen davon werden sich lereht dem 
Nachweis entziehen. Auch Phosphorwolframsiiure, zum qualitativen Nach- 
weis wohl geeignet, empfiehlt sich nicht zur quantitativen Bestimmung 
wegen der umstindlichen Prozeduren. welche zur lsolierung des Cholins 
aus dieser Verbindune notwendig sind. 

*) Mott and Halliburton, Note on the blood of a case of Beri- 
bert. Brit. med. Journ, 1899, jul. 29. 
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physiologische Kochsalzlosung aufnahmen und durch Injektion 
In die Vena jugularis externa ber Katzen ein Sinken des bBlut- 
drucks bewirkten, so kann nach meinen obigen Ausfithrungen 
kein Zweifel dariiber sein, dab in diesem alkoholischen Blut- 
extrakt neben dem Cholin auch WKalium und vielleicht) auch 
Ammoniumsalze vorhanden waren, und von ersteren wissen 
wir, dab sie in die Blutbahn gebracht den Blutdruck erst 
steigern und dann vermindern, also dieselbe Wirkung wie das 
Cholin hervorrufen, withrend die Ammontiumsalze den Blutdruck 
erhohen., Jedenfalls ist) die Gegenwart dieser Alkalisalze 
eignet, auf die Blutdruckmessungen st6rend eimzuwirken, 4) 

Die verwendete Cerebrospinalfliissigkeit war in der Regei 
krvstallkKlar, nur selten etwas Dlutig gefirbt. Etwas tribe war 
sie In den Fiillen von Meningitis basilaris tuberculosa, Meningo- 
Encephalitis cummosa und Abscessus cerebri, sehr stark getriibt 
sah ich sie in einem Falle von Meningitis ex otitide purulenta. 

Die hier gewonnenen Liquormengen betrugen L2—85 cem. 
In einem Faille konnten nicht mehr als 5-—6 eines 
etwas blutigen Liquors erhalten werden: in selteneren Fallen 
kommt selbst ber wiederholten Punktionen verschiedener 
Hohe der Lumbalwirbelsiiule kein Tropfen zum Vorschein, ob- 
eleich man bestimmt im Subarachnoidalraum sich befindet, 
infolve Vorlagerung der Cauda equina, Verwachsungen der 
Riickenmarkshiiute, Spiirlichkert der Fliissigkeit u. del. 

1) Nach der neuesten einsehligigen Mitteilaung von Mott dis- 
cussion on the pathology of nerve degeneration, 70th. Meeting of the 
British medical Association, Manchester 1902. Brit. med. Journ. 1902, 
S. 925) welche nach Beendigung dieser Arbeit erschien, wird diese Fehler- 
quelle dadarch vermieden, das auf Cholin zu priifende Blut mit dem 
6—Rfachen Volumen absoluten Alkohols gemenet, filtriert, ber 40% C. eim- 
eetrocknet, der Rest noch dreimal nacheinander in absolutem Alkoho! 
aufgenommen, fillriert und emngedampft wird. Die letzte alkoholische 
Losing wird mit LO’ oigem alkoholischen Platinehlorid gefallt und der 
Niederschlag mit absolutem Alkohol dekantiert. Dieser Niederschlag wird 
in 15° cigem Weingeist gelOst. filtriert und auf dem Uhrglas bei +#0° C. 
emeedunstet. Dann sieht man ber schwacher Vergréferung die oktaedri- 
schen Cholinplatinehloridkrystalle. 5 cem normales Menschenblut  gib! 
nur hier und da solehe Krystalle, so ein solches Resultat praktiseh 
als negativ angesehen werden dart. 
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Zum quatitativen Cholinnachweis wurden 10— 20, zum 
quantitativen. mindestens 380° cem verwandt. 

Die bei 65 Kranken gewonnene Cerebrospinaltfliissigkeit 
wurde in der Regel mittels des) Platindoppelsalzes,  seltener 
mittels des auf Cholin 
untersueht. Ber den quantitativen Bestitntmungen wurde das 
Cholin als CjH,,NO, berechnet. 

Aus diesen Untersuchungen geht hervor, dab 


in 18 Fiillen von genuiner Epilepsie Cholinbefund positiv war 13 mal?) 


3 >» Jdacksonscher Epilepsie 3 *) 
PFalle svphilitischerEpilepsie 
3 Fiillen Dementia paralytica 2 
2 Tabo-paralysis I 

15 Tabes dorsalis 19) 2, 
2 Lues cerebralis 3 
2 Tumor cerebri 2 
2 Abscessus cerebri 2 
1 Falle » Enecephalomalacie 
Spina bifida 
I » Cocevgodynia 0) 
2 Killen » Hyvysterie 
» Hystero-Epilepsie > 
1 Falle » Hvydroceph. chron. 
Sclerosis cerebrosp. multiplex 
1 » » Polyneuritisaleoholica > 
>» $Fiillen » Neurasthenie » | 


Bemerkenswert ist, bel genuiner, Jackson- 
scher und syphilitischer Epilepste der Cholinbefund 
ebenso positiv war (in zusammen 22 Fallen 19 mal), wie 
zumeist beiden organischen Erkrankungen des Zentral- 
nervensystems, bei denen letzteren ein Untergang von Nerven- 
cewebe und somit ein vermehrtes Freiwerden von Lecithin und 
Abspaltung von Cholin angenommen werden muh. Auch diirfte 
die in der Cerebrospinalffiissigkeit sich anhiiufende Cholinmenge 
proportional der Intensitiit des nervenzerstOrenden Prozesses 
sein. Wenn sich auch dies aus den 10 quantitativen Cholin- 
hestimmungen, welche ich in der Tabelle anfiihre, nicht direkt 

') Darunter wurden 5 Individuen 2—5mal, zusammen 11 mal 
pungiert mit 9mal positivem Befund. 

*) Darunter {mal Lecithin. 
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ergibt, so mag dies an den geringen absoluten Mengen liegen, 
welche hier gewoven wurden, Handelte es sich doch im ganzen 
um my Cholin' Aus diesem Grunde konnte auch zur 
Identifizierung des Cholins an keine Platinbestimmung gedacht 
werden, ther konnten nur das oben angefiihrte Verhalten 
gegen Reagentien und das Mikroskop zum Ziele fiihren. 

Ber dieser Gelegenheit will ich besonders den Fall von 
Kncephatomalacie hervorheben, bet welchem Kranken durch 
einen akut verlanfenden Zerst6rungsprozess den Zentral- 
windungen und in der Broca-Windung ein sehwerer Status 
epilepticus omit) Jacksonschem  Typus  zustande kam. Der 
wihrend des tagelang dauernden Status epilepticus zu thera- 
peutischen Zwecken enthommene Liquor zeigt mit) Phosphor- 
wolframsdure exquisite Cholinformen. 

Ault der anderen Seite war der Cholinbefund in 
berden Fallen von einfacher Hysterie negativ, des- 
gleichen ino je 3 Fallen von und 
Neurasthenre 2 mal negativ. Auch in dem Falle von 
Coceyeodynie und multipler Sklerose war der Befund 
hnegatiyv. 

Ajlerdings gibt) es Ausnahmsfiille von Hystero-Epilepsie, 
die Uberedinge darstellen und wo die Unterscheidung von der 
diopathischen Epilepsic sehr schwierig, ja unmoglich sem kann, 
Dab ich gerade das Cholin als diejenige giftige Sub- 
stanz aussprechen mub, welche vorzugsweise bei der 
AuslGsung des Krampfanfalles beteiligt ist, wird aus 
meinen Trerversuchen hervorgehen. Dabei zeigt es 
sich. dab das chemisch reine Cholin bei weitem 
gifftiger ist. als in den Lehrbiichern ganz allgemein 
angenommen wird, und dab es ganz besonders heftig 
reizende Wirkungen auf die Hirnrinde entfaltet, 1 
welch letzterer Richtung bisher von keiner Seite 
Versuche angestellt worden sind. Und doch haben 
schon Brieger?) sowie Cerevello?) die Giftigkeit des Cholins 


Brieger, Uber Ptomaine. Berlin 1885. 8. 27—3538. 
*) Vo Cerevello, Sur Vaction physiologique de la neurine. Archives 
itadiennes de 
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und Neurins nachgewiesen. Nach Brieger kommt es) aber 
bei Kaninchen nur bei todtlichen (subkutan injizierten) Dosen 
von Cholin @ auf kg Tier) zu starken klonischen 
Kriimpfen, worauf die Tiere bald zugrunde gingen. 


II. Anderweitige Bestandteile der Cerebrospinalfliissigkeit. 


Gelegentlich meiner Arbeiten mit der Cerebrospinaltfliissig- 
keit stellte ich auch einige qualitative Untersuchungen an, tiber 
die ich kurz berichten will. 

In der Cerebrospinalfliissigkeit finden sich bekanntlich als 
anorganische Bestandteile stets Chlornatritum yor, welches 
weilaus die grébte Menge der fixen Bestandteile bildet, sowie 
Kalium (intensive Flammenreaktion). ferner Am- 
moniak und Phosphorsiiure (mittels salpetersauren Ammon- 
molybdats), Letztere vermutete ich schon als Spaltungsprodukt 
des Lecithins, ersteres als modeliches Derivat des Cholins. Diese 
Annahme beziiglch des Ursprungs des Ammoniitks erwies 
sich wohl als unrichtig, wie ich gleich aufftihren werde, doch 
ist Ammoniak ein ziemlich regelmiiBiger Bestandteil  Uberall. 
wo auf WKalittm, Ammomak und Phosphorsaure untersucht 
wurde, wurden sie nachgewiesen: nur in 2 Fallen (Nev. 7 
und &) wurde mittels des NeSBlerschen Reagens kein Ammontak 
vefunden. was so naechdriicklicher hervorheben will, 
well es gerade 2) Epileptiker) betrifft. Man kann also micht 
annehmen, das Ammoniak, welches ich als einen nahezu 
stindigen Bestandteil der Cerebrospinalfliissigkert fand, als die 
den Krampfanfall ausl6bsende Substanz zu betrachten sei Auch 
kann das lier vorkommende Ammoniak nicht als ein Spaltungs- 
produkt des Cholins angeschen werden, da nach meinen Unter- 
suchungen Cholin in verdtinnter Losung, weder beim Kochen 
mit Wasser, noch mit Kalilauge oder Barythydrat, Ammomitk 
oder ‘Trimethylamin entwickelt.?) 

‘In einer neueren Arbeit hat E. Zdarek (Kin Beitrag zur Kenntnis 
der Cerebrospinaltliissigkeit, Diese Zeitschr., Bd. XXAV, Heft 3) in der 
bei der qualitativen Untersuchung der wasser- 


lOslichen Asche Kohlensiiure, Chlor, geringe Menge Schwefelsiure, Spuren 
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In 2 Fiillen (Tabes dorsalis und Jacksonsche Epilepsie) 
fand ich Leeithin, einen gleichfalls vor mir nicht angegebenen 
Bestandteil, der aber wahrscheinlich pathologisch ist) und auf 
einen raschen Zerfall von Nervensubstanz hindeuten diirfte. 

leh fand ferner ein bedeutendes Reduktionsvermogen 
der Cerebrospinalfltissigkeit fiir kalische) Kupferlosung beim 
Kochen, desgleichen fiir ammoniakalisches Silbernitrat und 
kalisches Wismuthsubnitrat. Dagegen gibt) Ferrideyankalium 
Eisenchlorid damit kein Berlinerblau. 

Was die Natur dieser reduzierenden Substanz anlangt, so 
wird sie von Halliburton fiir Brenzkatechin, von Nawratzki?) 
fiir Traubenzucker erklirt. Letzlerer bestimmte denselben im 
normalen Liquor des Kalbes zu O0,0461°/0, also etwas weniger 
als im Tierblut (O.f--0.2°0), doch scheint das Vorkommen des 
Traubenzuckers durchaus nicht) konstant zu sein. bel Hirn- 
tumoren wurde von Quincke regelmiibig Zucker gefunden, von 
Lenhartz?) jedoch nie. Dagegen vermibte ihn Quincke?®) 
bei entziindiichen Prozessen. In der hydrocephalischen Fliissig- 
keit wurde dieselbe von Covazzini*t) nachgewiesen und wieder 
von anderen Untersuchern vermift. Sechaefer®) fand fast 
durchweg ohne Unterschied der Schwachsinnsformen, — die 
darauf untersucht wurden, mit der Nylander probe positiven 
Ausfall. Zdarek (1. ¢.) fand ebenso wie Th. Panzer ®) 0,1°/o 
rechtsdrehenden Traubenzucker. 


von Phosphorsiiure, ferner Kalium und Natrium gefunden: die wasser- 
unlosliche Asche enthielt hauptsichlich Kohlenséiure und Calcium neben 
wenig Magnesium, Spuren von Phosphorsiiure und Eisen. Das Ammoniak 
in der urspriinglichen Cerebrospinalfliissigkeit) scheint semer Aufmerk- 
sainkeit entgangen zu sein, 

1) Nawratzki, Diese Zeitschr. 1897. 

*) Lenhartz, Miinchner med. Wochenschr. 1896, 89. 

Quineke, Berliner klin. Wochenschr. 1895, Nr. 41. 

*) Covazzini, Zentralblatt f. Physiologie. 1896, Bd. 6. 

Schaefer, Uber das Verhalten der Cerebrospinalfliissigkeit bei 

Dementia paralytica und eimigen anderen Formen des Schwachsinns. 
Allgem. Zeitschr. f. Psvehiatrie. 59. Bd., 1. Heft, 8. 96—97. 

") Panzer, Zur Kenntnis der Cerebrospinalfliissigkeit. Wiener 
klin. Wochenschr. 1899, Nr. 31. 
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Die Eiweibprobe mit Essigsiure Ferrocyankalium fand 
ich stets positiy, 

Zur Priifung der Cerebrospinaltliissigkeit) auf das dem 
Cholin chemisch und, wie ich spiiter zeigen) werde, auch 
toxikologisch nahestehende Neurin lag keine Veranlassung vor. 
Bekanntlich unterscheidet sich das Cholin, d.t. Trimethyloxiithyl- 
ammoniumoxydhydrat, CH,(OH), CH, N(CH, ),, OH 
um das Plus der Elemente von 1 Mol. Wasser vom Neurin, 
d.i. Trimethylvinylammoniumoxydhydrat Cl: CH, OH 
=C;H,,NO. Diese beiden Basen, welche friher fir 
identisch gehalten und noch spiiter hiiutig verwechselt hat, 
lernte man durch Baver und Brieger scharf von einander 
unterscheiden. Die genauen Untersuchungen von Gulewitsch?) 
ergaben, dab das vollkommen frische Ochsengehirn kein Neurin 
enthilt, dagegen ergibt sowohl der miibige Auszug des Gehirns 
as der mit Natriumalkoholat behandelte alkoholische Extrakt 
desselben ausschhieBlich Cholin. Dieser Forscher wies auch 
nach, dali das von Liebreich beim Kochen des von diesem 
entdeckten Protagons mit Barvtwasser nicht Neurin, sondern 
Cholin ergibt, wie auch das Neurinplatinchlorid beim Um- 
krystallisieren) aus heibem Wasser unverandert bleibt und 
nicht, wie Liebreich behauptet hat, unter Aufnahme der 
Elemente von 1 Mol. Wasser in Cholin tibergeht. Auch k6nnen 
mit’ Salzsiiure versetzte Losungen vou Cholinchlorid  einge- 
dampft, oder verdiinnte Cholinl6sungen mit Barythydrat gekocht 
oder mit Natriumalkoholat) behandelt’ werden, ohne dab sich 
Neurin bilden wiirde. Auch das nach den Untersuchungen yon 


1) Nachdem diese Arbeit schon liingst abgeschlossen war, erschienen 
die interessanten Mitteilungen von Widal, Sicard und Ravant. sowie 
von G. Guillain und V. Parant (beide in Revue Neurologique 1905, 
Nr. &), dafs bet progressiver Varalyse und tiberhaupt bet meningitischen 
Prozessen aufer dem normalerweise vorkotamenden Globulin (fillbar 
durch gesiittigte MgSO,-Losung) auch Serumalbumin gefunden wird (nach 
dem Filtrieren dureh Erhitzen gerinnbar). Auch ist dann die Gesaint- 
menge der vermehrt. 

2) WI. Gulewitsch. Uber Neurin und einige Verbindungen. Diese 
Zeitschr.. Bd. XXVI: Derselbe. Uber Leukomatine des Ochsengehirns, 
thidem, Bd. XXVIII. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. O7 
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Brieger erst spat im Laufe der Fiiulnis auftretende Neurin, 
welches dieser Forscher aus dem im ersten Anfang erscheinenden 
Cholin durch Abspaltung von 1 Mol. Wasser ableitet, konnte 
keine Analogie zu den Verhdaltnissen der Cerebrospinalfliissig- 
keit bieten. In der Tat fand auch Halliburton kein Neurin 
in derselben. Zu demselben Ergebnis gelangten Sowton und 
Waller?) auf physiologischem Wege: denn Neurin hebt das 
elektromotorische Vermodgen der Nerven auf, Cholin dagegen 
nicht. desgleichen die Cerebrospinalfliissigkeit. Daraus folgern 
sie, dab diese kein Neurins enthilt. — Doch wiirde ein Nach- 
weis des Neurins im Platinchloridniederschlag keine Schwierig- 
keit’ bieten, denn nach der Losung des Cholinplatinchlorids in 
wenig Wasser wurde das schwerlosliche Neurinplatinchlorid 
nebst dem Kalium- und Ammoniumplatinchlorid zuriickbleiben. 
Die heibwitsserige Losung dieser Salze, mit Schwefelwasserstott 
gzersetzt. fillriert, eingeenet, alkalisch gemacht und mit Chloro- 
form eeschuttelt, wiirde das Neurin das Chloroform tiber- 
treten lassen, 

III. Untersuchung des Harns und des Blutes auf Cholin 

Z7ur Entscheidung der Frage, ob Cholin nach intracere- 
braler oder taitravendser?) Einverleibung in den Harn tibergeht, 
trachtete ich eine Methode auszuarbeiten, welche den Nachweis 
von Cholin im Harn vestattet. Zuo diesem Zweck ist) Platin- 
chlorid wegen der groben Mengen, welche zum Fallen bendtiet 
werden, ungeeignet, denn selbst der absolut alkoholische Auszug 
des Harns verbraucht viel davon, da viele darin lOsliche und 
durch Plattnehlorid) fiillbare Substanzen davon aufgenommen 
werden. Dagegen kommt man mit Phosphorwollframsiiure zum 
Z7iele: Der mit etwas Salzsiiure anvesituerte Harn wird zur 
Trockne eingedamplt, mit absolutem Alkohol ausgezogen, filtriert, 
wieder eingediamplt, Wasser aufgenommen, mit Salzsaure 
und wiisseriger 10° oiger Phosphorwolframsiaure ginzlich gefallt, 
wober gewOhnlich eine griintich-violette Farbung entsteht. Dieser 
Niederscliag wird aul dem Filter mit salzsiurehaltigem Wasser 
vewaschen, der Niederschlag in ein hohes Bechergla- 

'y Sowton and Waller, Journal of physiology, Supplement. 

*) Vel. die folgenden Versuche. 
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gespiilt und mit fein pulverisiertem Barythydrat behandelt. Nach 
kurzer Zeit wird dieses Gemenge abliltriert und das Filtrat mit 
Koliensiiure gesiittigt. Hieraut wird wieder filtriert und zur 
Trockne eingedampft, wieder mit) absoiutem Alkohol aufge- 
nommen und schheblich mit alkoholischem Vlatinchlorid 

Auf diese Weise konnte ich tn 100 ccm normalem Menschen- 
harn, zu dem 2 mg salzsaures Cholin hinzugefiigt waren, das- 
selbe unter dem Mikroskop nachweisen. 3. 7 ce salzsaures 
Cholin, welehe 4 Hunden teils intracerebral, teils 
intraveniOs injiziert’ wurden, konnten im Harn nie 
nachgewiesen werden. Es scheint also, dab das Cholin 
im Blut verbrannt wird. Auch Mott und Halliburton konnten 
das Cholin im Harn nicht auffinden. 

Auch will ich hier anfithren, dab ich in 45 cem normalem 
Ainderblut) gleichfalls kein Cholin fand. Wird also Cholin in 
einer solchen oder gar noch geringeren Menge Blutes gefunden, 
so muh dies wohl als pathologisch angesehen werden. Halli- 
burton konnte bet progressiver Paralyse oft in LO cem Aderlab- 
blut das Cholin chemisch nachweisen. Dagegen kann Cholin in 
groferen Mengen von Ochsenblut nachgewiesen werden, wie 
dies ber der groben Verbreitung seiner Muttersubstanz, des 
Lecithins, im Organismus, welches ja nicht nur im Gehirn, in 
den Nerven, sondern auch im Blut, Sperma usw. vorkomunt, 
vorauszusehen war. Auch ist dieser Nachweis Marino-Zucco 
und F. Martini?) gelungen: nur bezeichnen diese Verfasser 
inrtiimlich das gefundene Cholin als Neurin, was aus der yon 
ihnen hervorgehobenen Leichtloslichkeit des Platinsalzes in 
Wasser hervorgeht. 
Nach Fertigstellung dieser Arbeit bekam ich den interessanten 
Aufsatz von Prof. F. Guinprecht (Cholin in der normalen u. patholog. 
Spinalfliissigkeit u. die physiol. Funktion derselben, Verhandlungen des 


Kongresses f. inn. Med., £900) zu Gesicht. Auch er konnte in TL Liter 
normalem Menschenharn kein Cholin nachweisen, nur ber subkutanes 
Injektion grofer Cholinmengen (1 g bei einem RKanincehen von hilo 
Gewicht) erschien es im Harn. Dieser Autor fand den hoehsten Cholin- 
gehalt in der Spinalfliissigkeit von Meningitiskranken, 

2) Atti d. R. Ace. d. Lineet. sem. 396— 399. Ret. Derichte 


d. deutsch-chem. Gesellsch. 1894. Referate. S. 240. 
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IV. Die krampferzeugende Wirkung des Cholins und Neurins. 


Da meme Versuche, das Cholin nach der Einverleibung 
bei Tieren im Harn nachzuweisen, ein negatives Resultiat er- 
gaben, so lag die Annahme nahe, dab das Cholin im Biute 
rasch verbrannt werde. Ich versuchte daher, das Cholin und 
ebenso das Neurin direkt in die Hirnrinde, in manchen Fiillen 
auch subdural zu injizieren und so deren Wirkungen in un- 
abgeschwiichter Weise auf das Zentralnervensystem kennen zu 
lernen. Die Ergebnisse waren wahrhaft tiberraschend, 
denn es wurden auf diese Weise die schwersten 
tonischen und klonischen Krampfe hervorgerufen, die 
oft zu Paresen fiihrten. Die Kriimpfe waren gew6hmich all- 
gemeiner Art, doch iberwogen sie zuweilen entsehieden 
auf der einen Seite, beispielsweise Streckkriimpfe der kontra- 
lateralen) Extremitéten, wihrend die derselben Seite Lauf- 
bewegungen machen, oder (bei Meerschweinchen) Drehen in 
derselben Richtung um die Liingsachse. Mitunter konnte man 
eine solche zur Ruhe gekommene Drehbewegung durch einen 
Anstof wieder in Gane setzen. Auch die Parese trat nach 
den Kriimpfen gewohnlich zuerst in den kontralateralen Extre- 
mitiiten auf, wohl infolve der heftigeren Reizung und rascheren 
Krschopfang der betreffenden motorischen Zentren. Bald folete 
die Parese aller Extremitiiten, wenn sie nicht nach heftigen 
Muskelkriimpfen gleich als solche auftrat. Doch erneuerten sich 
off genug die tonischen und klonischen) Krampfe den 
paretischen Extremitiiten, 

Obeleich teh mit chemiseh reinem Cholin und 
Neurin') arbeitete, fand bei intracerebraler oder 

') Beide Priiparate von der chemischen Fabrik E. Merek, Darm- 
stadt, bezogen, waren svnthetisch dargestellt. Das nach Wiirtz aus 
Athylenchlorhydrin und Trimethylamin dargestellte salzsaure Cholin erwies 
sich als vollkomimen. retin. 

(2780 ¢ salzsaures Cholin in 50 cem Wasser gelést und mit wenig 
Salzsiiure versetzt. zur Trockene eingedampft, in absolutem Alkoho! auf- 
cenommen und mit alkoholischem Platinchlorid gefilit. gaben auf vorher 
cetrocknetem und gewogenem Filter gesammelt: O,6105 ¢ Cholinplatin- 
chlorid (ber 1008 Dieses hinterliefS beim Glihen 0.1910 ¢ Pt 


51.29%. (theor. berechnet 51.63% 0 Pt). 
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intravendoser Applikation keinen irgendwie nennens- 
werten Unterschied, selbst quantitativen kaum, in 
der Wirkungsweise dieser beiden Stoffe. Sowohl das 
Cholin als das Neurin sind also starke Nervengitte. 
Dagegen sind beide bei intravendser Applikation viel 
weniger wirksam als bei intracerebraler, 

Beziiglich der Kontrolle begniigte ich mieh nicht blob 
mit der Injektion von sog. physiologischer KochsalzlOsung (0.7/0), 
wie es aus den Tierversuchen mit Chotin und Neurin ersichtlich 
ist. sondern ich stellte eine besondere Reihe von Tierversuchen 
mit 10° oiger KochsalzlOsung an, um nicht nur dieselben 
Volumen, sondern auch dieselben) Konzentrationsverhiiltnisse 
wie ber dem Cholin und Neurinchlorid anzuwenden. Das 
Resultat war dasselbe: Zumeist gar keine Erschei- 
nungen oder hodchstens leichte Parese der kontra- 
lateralen Extremitiiten. 

Aus diesem geht die eminent krampferzeugende 
Wirkune des Cholins sowie des Neurins deutlich her- 
vor. Zusammengehalten mit meinen weiter oben mit- 
geteilten Untersuchungsergebnissen, dai das Cholin 
in der Cerebrospinalflissigkeit Epileptischer einen 
ebenso positiven befund bildct wie bei Zerstorungs- 
prozessendes Nervensystems, mul — meines krachtens 
— dieser Substanz eine hervorragende Rolle in der 
Auslosung des epileptischen Krampfanfalles zuerkannt 
werden, zumal die Hirnrinde Epileptischer von vorn- 
herein auf eine niedrigere Reizschwelle eingestellt 
ist, sel es infolge hyperamischer, chronisch-entziind- 
licher oder hypoplastischer Prozesse. Wahrscheintich 
werden auch die epileptiformen Anfille bet der pro- 
gressiven Paralyse vornehmlich durch das Cholin, in 
Verbindung mit der erhohten Reizbarkeit der hyper- 
imischen Hirnrinde bewirkt. Wenn also Halliburton 
erkliirt: «The presence of choline in the pathological cerebro- 
spinal fluid and blood will not explain all the symptoms of 
general paralysis for instance, it will not account for the fits 
just referred to-, so stimme ich mit diesem Forscher beztighich 
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des ersten Teils des Passus iiberein. nimlich das Cholin 
le Erscheinungen der progressiven Paralyse zu erklaren wohl 
nicht vermag: es aber auch die epileptiformen Anfiille der 
progressiven Paralvse nicht erklaren konnte, wie der genannte 
Autor behauptet, ist) gerade durch meine Versuche widerlegt, 
die in einer beziiglich des Cholins — bisher nicht einge- 
schlavenen Richtung unternommen wurden. Wenn nun lier das 
Cholin be: der Erzeugung des Krampfanfalles in den Vorder- 
gerund des Treflens gestelit wird, so soll damit die Méelichkeit 
nicht i Abrede e@estellt werden, dab auch andere Stoffwechsel- 
produkte, wie namenthch das Ammoniak und das Kreatinin, 
eleichfalls dabet beteiigt sein konnen. 

Trotzdem Brieger!) schon im Jahre 1885 die Giftigkeit 
des Cholins nachgewlesen hat, ist noch in spiiteren Handbiichern 
die Behanptung zu finden, dab diese Base physiologisch so gut 
wie unwirksam ist. 

Was das Neurin anlangt, so fanden Brieger?) und 
Cervello®: an Fréschen und Kaninchen iihnliche, nur heftigere 
Wirktungen, als das Cholin sie zetet. 


Schlub mochte ich noch der Krainskyschen!) 
Erwihouung tun. Dieser Autor hat in 
sehr interessanten und verdienstvollen Arbeit) die schon von 
Haie®) gefundene Tatsache bestiitigt, dab die ausgeschiedene 
Harnusiiuremenge konstant vor dem epileptischen Anfalle sinkt 
und nach demselben in dem gleichen Mabe steigt. Haig fand 
dies tibrigens auch fiir Migriineanfiille. Diese Erscheinuneg ist 
so bestiindig, dai es auf Grund der fortlaufenden quantitativen 
Harnsiiurebestimmungen moelich war, den Eitritt des Antalles 


Brieger, Uber Ptomaine. Berlin 1885, S. 27—2s. 
7) Brieger, e. 
L. @, 
‘) N. Krainsky. Zur Pathologie der Epilepsie, Allgem. Zeitschrift 
fiir Psyehiatrie, 1897, 4. S. 612. 
Alex. Haig, Further observations on the excretion of uric acid 
in epilepsy and the effect of diet and drugs on the fits. Brain, 186. 
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— sofern die Anfiille nicht sehr hiutig oder tiiglich waren — 
um 1—2 Tage vorher zu sagen. Diese interessante Tatsache 
ist in jiingerer Zeit auch von Caro!) sichergestellt. worden, 
der sie nicht nur fir die typischen Anfiille, sondern auch fiir 
gehiiufte Absenzen bestiindig fand. Krainsky schreibt diese 
Abnahme der Harnsaiure einem bei Epileptikern sieh bildenden 
abnormen Stolfwechselprodukt, dem karbaminsauren Amioniak 
zu, welches er im DBlute von Epileptikern in sehr betriichtlicher 
und der jeweiligen Stirke der epileptischen Erscheinungen ent- 
sprechenden Menge gefunden hat. Nach seiner Annahime soll 
bei Epileptikern der Harnstoff nicht wie sonst mit Hilfe organ- 
scher Siiuren Harnsiiure tibergehen, sondern nach ciner 
bekannten) Umwandlungsformel unter) Aufnahme von Mol. 
Wasser karbaminsaurem Ammoniak werden.  Selbstver- 
stiindliich kann weder die Harnsiiure, noch die harmilose Kar- 
baminsiure als die krampferzeugende Substanz angesehen wer- 
den, sondern hochstens das Ammoniak, eine Moelichkeit. auf 
welche ich schon oben hingewiesen habe. Erkliirt selbst 
Krainsky die von ihm gefundene Wirksamkeit des harnsiiure- 
losenden Lithtumkarbonats bet Epilepsie dadurch, dali karbamin- 
saures Lithtum und kohlensaures Ammon entstehen, welch 
letzteres als solches ausgeschieden wird. In dibniicher Weise 
soll nach thm Bromnatrium wirksam sein, welches als Brom- 
ammonium abevehen soll?) Jedoch Anbetracht dessen, dah 
gerade die Cerebrospinalfliissigkeit Epileptiseher unzweifelhatt 
das epileplogene Gift enthalt, weleches, wie Dide und Saquepeée 
gezeigt, nach emer Rethe von Anfiiflen entnommen und in einer 
Menge von 0,5 cem Meerschweinchen injiziert, dieselben oft in 
wenigen Stunden, ja manchmal wenigen) Minuten unter 
Konvulsionen zu t6ten vermag — ist es unwahrscheinlich, dal 
Caro, Uber die Bezichungen epileplischer Anfille zur Harn- 
siiureausscheidung. Deutsche med. Wochenschr. P9200, Nero 19. 
*) Merkwiirdigerweise sollen aber auf stirkere Gaben von 
karbonat die Anféalle wieder zunehimen, und zwar nach Krainsky intolge 
Umkehrung der Zersetzungsformel. Dies soll auch beun Bromnatrium 


der Fall sein. Ubrigens konnte dieser Autor trotz Lithiumkarbonat keine 
Vermehrung der Harnsiiureausscheidung in foto feststellen. 
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es sich hier um karbaminsaures Ammoniak handelt, und zwar 
gleich um eine solche Menge, welche Krampte bewirken 
kann.?) Auch habe ich weiter oben ausgefiihrt. dab, withrend ich 
Ammoniak als ziemlich konstanten Bestandteil in der Cerebro- 
spinalfliissigkeit: nachweisen Konnte, ich es gerade in 2 Fallen 
von genuiner Epilepsie vermibt habe. 

Ms ist ferner nicht zu verstehen, wie es bei der 
angeblich abnormen Verarbeitung des Harnstoffs dazu 
kommen soll, dai unmittelbar nach dem Anfall die 
Harnsitremenge ebenso stark ansteigt, als sie vor 
demselben gesunken ist, so dah die Gesamtausschei- 
dung der Harnsiiure bei diesen Kranken eine unver- 
iinderte ist. leh halte diese héchst interessante Er- 
scheinung fiir eine blobe Harnsaureretention, welche 
unter dem Einflub einer auraartigen Erregung der 
Vasomotoren die schwer diffundierende Harnsiiure 
schwerer durch die Nieren durchtreten labt, dab aber 
mit dem Aufhoren des Anfalles auch diese vasomo- 
torische Stérune sich ausgleicht. Damit stimmt auch die 


weitere Beobachtung WKratnskys, dab er eine konstante I 
aiehune zwischen den Anfiiilen und der Ausscheidung des Harn- 
stolfs, der Chloride und Sulfate, also der diffusibleren Stotfe, 
nicht feststellen konnte. Dagegen ist die Angabe dieses Forschers, 
nach den Anfillen die P,O,-Ausscheidung bedeu- 
tend stergt, von vgrober Wichtigkeit und deutet meines Er- 
achtens auf einen gesteigerten Zerfall von Leeithin. 


'y Auch ino schweren Fiillen von nervéser Uriéimie ist, wie 
J. Gastaigne (Société de biologie de Paris 3 nov. 1900) nachgewiesen 
hat, die Cerebrospinaliliissigkeit giftig, welche bet Meerschweinchen, intra- 
cerebral injiziert, endende Konvulsionen hervorrufen kann. Dieses 
in den Liquor diffundierende Caft stammet selbstversténdlich aus anderer 
Quelle und ist anderer Art als ber der genuinen Epilepsie. 
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Uber Thymonucleinsaure. 
Von 
S. Kostytschew. 


(Aus dem physiologischen Institut in Heidelb 


(Der Redaktion zugegangen am 5. August 1903.) 


Nachdem Mieseher aus dem Lachssperma eine phosphor- 
reiche. eiweibfreie Substanz von sauren Kieenschaften dar- 
gestellt und analysiert?) und Altmann die Anschauung be- 
eritindet hatte, dai die Nueleine als) Verbindungen  solcher 
phosphorreichen Siuren — «Nucleinsiiuren» —— mit Eiweib auf- 
azufassen sind,?) brachten die Untersuchungen von A, Kosse] 
einen Aufschlub tiber die chemische Natur dicser Korper. Schon 
friher hatte Kossel einen Befund gemacht, welcher den bis 
dahin vollig unbekannten Ursprung des Hypoxanthins, Guanins 
und der yverwandten Basen aufkliirte und = diese als 
hvdrolvtische Spaltungsprodukte der Nucleine charakterisierte.*) 
Weiterhin wies er nach, dab sie aus den Nucleinsituren hervor- 
gehen und dafi auch die von Miescher analysierte Nucleinsiiure 
des Lachsspermas bei ihrer Spaltung diese Basen lefert.4) Dieser 
Befund war um so unerwarteter, als man bis dahin die Her- 
kunft des Hypoxanthins, Xanthins und Guanins anderer 
Richtung, niimlich im Kiweib. vermutet hatte. Zu den weiteren 
Arbeiten Kossels diente hauptsiichlich die Nucleinsiiure der 
Thymusdriise. A. Kossel und A. Neumann®) erhielten bei 
der Zersetzung derselben auber den bereits bekannten Nuclein- 


Vortr. d. naturforsch. Gesellsch. in Basel, Bd. VIL 168, E874. 
Arch. f. Anatomie und Physiologie. Abt. 5. 025, 
Diese Zeitschr., Bd. S. 284: Bd. IV, 290; Bd. VIDS. 8: 
Bd. S. Bd. X, 248. 
4) Archiv f. Anat. u. Physiol., Physiol. Abt. 


Jer. d. dtsch. chem. Ges.. Bd. 27, S. 2215. 


= 
= 
$ 


r 
O40 S. Kostytschew, 


basen eine Base, welche sie Cytosin nannten und deren Zu- 
sammensetzung und Konstitution (als Aminoxypyvrimidin) durch 
die nachfolgenden Arbeiten von A. Kossel und H. Steudel?) 
aufveklirt worden ist. Neben diesen Substanzen entsteht die 
Thyminsiiure, welche sich von der Nucleinsiiure durch das 
Fehlen der Nucleinbasen unterscheidet.2) Diese wird durch 
stiirkere Eimwirkungen unter Bildung der Bruchstiicke eines 
Kohlehvdratrestes (Liivulinsiiure und Ameisensiiure) von Thymin 
(Methyldioxypyrimidin), Phosphorsiiure und anderen noch un- 
bekannten Produkten zerlegt. Aus den Arbeiten von A. Kosse| 
und seinen Schitlern hat sich daher eine durchereifende Elgen- 
liimlichkeit ergeben, welche die Nucleinsituren gegeniiper den 
Kiweiikorpern  charakterisiert: die Kohlenstoffatome — dieser 
phosphorhaliigen Verbindung sind der Hauptsache nach mit 
den Stickstoffatomen zu heterozyklischen Gruppen veremiet, die 
zum ‘Teil als Purinderivate emen Doppelring enthalten. zum 
Teil als einfache Pyrimidinringe auftreten. Die ersteren sind 
lockerer an die) phosphorhaltige Gruppe gebunden als dic 
letzteren. Neben diesen zyklischen Verbindungen befindet sich 
mindesteus im vielen Nucleinsiiuren eine Atomgruppe, welche 
zur Bildung von Liivalinsiiure neben Ameisensitire Veran- 
lassung @ibt. 

Weitere Untersuchungen fiihrten auberdem zur WKenntnis 
von Ubergangsegliedern zwischen den in den Geweben priifor- 
mierten Siiuven und ihren eben genannten Zersetzungsprodukten., 
A. Kossel teilte zuerst die von ihm und Neumann vemachte 
Beobachtung mit.%) dab aus dem als) Thymus-«Nucleinsdure 
bezeichneten Priiparat cine Nucleinsiiure tsoliert werden kann, 
welche als Natvonsalz in warmem Wasser loslich ist und beim 
Erkalten der Losune gelatiniert, eine Eigenschaft, die andern 
Nucleinsiiuren nicht zukommt. A. Neumann arbeitete sodann 
ein) Verfahren aus.!) um diese gelatinierende Siure, welche er 
«a-Nucleinsiiure> nannte, von andern Nucleinsiiuren zu trennen. 


1) Diese Zeitschr., Bd. S. 49. 
Diese Zeitschr., Bd. S. 74. 
Arch. Anat. u. Physiol, Physiol. Abt. (894, 8. £965. 


Ebenda. 8. 39-4 u. 1899 Supplbd. 582. 
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Er machte die Angabe, dab in dem nach seinem Ver- 
fahren gewonnenen Gemisch auber der genannten gelatinierenden 
Substanz noch zwei Siiuren) vorhanden sind, die er als 
«b-Nucleinsiiures und «Nucleothyminsiiures bezeichnet, 

Nach Neumann haben wir also folgende Reihe der 
betreffenden Substanzen: 

1. a-Nucleinsiiure. Sie wird bei einer kurzdauernden 
Extraktion dee Thymusdriisen mit Alkalien bet 100° als Alkali- 
salz dargestellt. 

2. b-Nucleinsiiure. Dieselbe wird bei zweistiindivem 
Kochen der) Thymusdriisen mit) Alkahen als) Alkalisalz ge- 
wonnen. 

Die beiden genannten Situren sind weibe. mehhee Pulyer, 
in kallem Wasser unl6sheh, leicht Alkalien unter 
Bildung von Salzen, welche, durch Alkohol durch 
Mineralsiiuren zerlegt werden. Beide Siuren bilden unlosliche 
Salze mit schweren Metallen und ebenfalls unl6sliche basische 
Salze mit alkalischen Erden: dagegen sind die neutralen Salze 
der fetzteren leicht) l6slich. Beide enthalten Nucletnbasen in 
reichlicher Menge. Der Untersehied zwischen beiden Situren 
besteht nur darin, dab das Natronsalz von a in einer mindestens 
d°oigen Losung gelatiniert, was ber b nicht der Fall ist. Die 
Gelatinierung anderer Salze von wurde nicht untersucht. 
Nach Neumanns Vermutung sind die beiden Siiuren a und b 
isomer. 

3. Nucleothyminsaure. Sie wird durch die Hyvdrolyse 
der B-Siture ber 60° dargestellt, kaltem Wasser l6slich 
und enthilt weniger Nucleinbasen. Dali ste als chemisch indivi- 
duelle Verbindung zu betrachten ist, bedarf nach meimer 
Meinung noch weilerer Beweise. 

4. Thyminsiiure stellt das endgiiltige Produkt der 
Hydrolyse von Nucleinsiuren dar. Sie wurde schon friiher 
von Kossel und Neumann!) eimgehend untersucht. welche 
ihre Zusammensetzung durch dic Formel aus- 


gedrtickt haben. Die Thyminsiiure ist in kaltem Wasser leieht 


‘ 


Kossel und Neumann. Diese Zeitschr., Bd. NAIR S. 743 
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lOshich und aus ihren Losungen durch Mineralsiituren nicht 
fillbar; ste enthilt keine Nucleinbasen., 

die Darstellung der a- und b-Nucleinsiiuren aus 
Kalbsthvmus hat Neumann?) eine Methode beschrieben, welche 
cute Ausbeuten gibt und im wesentlichen darauf beruht, dab 
min die zerklemerten Thymusdriisen verdiinnter Natron- 
lange auf dem Wasserbade mit) eine zeithane 
kocht fiir die Darstellung der a-Siiure soll das Kochen !/2 Stunde, 
fiir die Darstellung der b-Siiture 2 Stunden dauern), die erhaltene 
Losune dureh Neutralisieren mit Essigsiiture von den Eiweil- 
substanzen befreit, abliltrier’ und aus dem cingedampften 
das Natronsalz der betreffenden Nucleinsiture mit Alkohol! 
Durch wiederholtes Auflésen Wasser und Wieder- 
fillen mit Alkohol wird das Salz vollstindig gereiniet. Schheblich 
wird aus dem geremigten Natronsalz die freie Séiure durch 
Behandlung mit salzsiurehaltigem Alkohol isohert. 

Diese Methode vestattet eine leichte und sichere Reinigung 
der beiden Nucleinsiiuren von den biuretreagierenden Stoffen: 
eine scharfe Trennune der beiden Nucleinsituren untereinander 
wird aber dadurch nieht ermobghcht: die erhaltenen Produkte 
sind vielmehr Gemische von beiden Siiuren, nur mit) dem 
Untersclied, dab bei dem 2stiindigen Kochen mit Natronlauge 
ein erOftenteitls aus der a-Siture, ber dem 2stiindigen Kochen 
ein groblenteiis aus der b-Siure bestehendes Gemenge ent- 
steht.  Deswegen wurden die beiden Sauren bis jetzt noch 
nicht analysiert und ihre Eigenschaften nicht eingehender 
untersucht, 

Auf Anregung von Professor A. Kossel habe ich den 
Versuch gemacht, die beiden Nucleinsiiuren einer welteren 
Untersuchung zu unterwerfen, deren Ergebnisse vor- 
lievgenden Abhandlung zusammengefabt worden sind. Die er- 
hallenen Resultate sind zum erébten Teil auf die wertvollen 
Ratschlige und die bestiindige Unterstiitzung von Herrn Professor 
A, Wossel zu beziehen: es ist mir darum eine hochst ange- 


' Neumann, Archiv. fiir Anatomie und Physiologie, Physiolog. 
Abteil, Supplement S. 552. 
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nehme Pflicht, vor allem Herrn Professor A. Kossel meinen 
Dank  auszusprechen. Herrn Assistenten 
H. Steudel mochte ich cbenfalls meinen verbindlichsten 
Dank abstatten. 


I. Darstellungsmethode. 


Die erste bei einer chemischen Untersuchung der ge- 
nannten Nucleinsiiuren zu losende Frage ist die Auftindaung 
einer Methode, um die zu untersuchenden Substanzen rein 
darzustellen. Zu dem Zweck mul die Neumannsche Dar- 
stellungsmethode in der Weise vervollstiindigt werden, dal 
eine vollig scharfe Trennung der beiden Nueleinsiiuren a und b 
mogiich wird, 

Um das zu erreichen, habe ich zuniichst verschiedene 
Methoden des Aussalzens erprobt, die sich aber alle als un- 
geniigend erwiesen, denn es ergab sich, dab die Fillungs- 
erenzen der beiden nach Neumann dargesteliten Substanzen 
(in Form von loshchen Salzen) ber Anwendung der iibliehen 
Aussalzungsmittel einander zu nahe legen. Ebenso crfolelos 
war der Versuch, ein Salz von beiden Siiuren darzustetlen, 
dessen Loslichkeit in Wasser fir die beiden Siiuren verschieden 
ware. 

Dagegen hat sich folgendes Verfahren, welches auf der 
Gelatinierungsfiihigkeit, der Salze der a-Siure beruht. als wirk- 
sam ergeben. Ich habe die Beobachtung gemacht, dali die 
Gelatimerung der a-nucleinsauren Salze durch Zusatz von 
Salzen der Mineralsiituren in betrichtlicher Weise befordert 
wird: denn die nicht sehr konzentrierten Losungen von a-siuren 
salzen, welche an sich noch keine Neigung zum Gelatinieren 
aufweisen, werden durch Zusatz minimaler Mengen von Salzen 
verschiedencr Mineralsituren plOtzlich eine vollkommene 
Gallerte verwandelt.. Merkwiirdig ist dabei das Verhalten von 
neutralem Baryumsalz der a-Siiure vegeniiber dem Zusatz von 
gewissen Salzen, unter denen die Wirkung des Barvumacetates 
die auffallendste ist. Wenn man eine ganz kleine Menge von 
baryumacetat einer ziemlich konzentrierten Losung von 
a-nucleinsaurem Baryt zugibt, erstarrt die ganze Losung zu 
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emer durchsichtigen Gelatine: grébere Mengen von Baryum- 
acetal erzeuven eine gelatinose Féllung, welche sich schwer 
zu Boden setzt. Das neutrale) Barvumsalz der b-Siiure gibt 
ber derselben Behandlung eine nur unbedeutende Fallung, welche 
gweifellos auf die Verunremigung durch a-Siiture zu beziehen ist. 
Auf Grund dieses Verhaltens habe ich eine Methode aus- 
vearbeitet, durch welche deh zundchst die gelatinierende und 
dann auch die nichtgelatinierende Substanz aus den beiden 
Nethnannschen rem darzustellen) vermochte. 
bevor ich die endeiltig ausgearbeitete Methode beschreibe, 
mul ich erwihnen, dab die Darstellung eintgermafen erheblicher 
Mengen von reiner gelathmerender Substanz aus der Neu- 
mannschen ziemlich umstiindlich ist, da in diesem 
Falle die Verarbeitune von sehr grofen Mengen des Materials 
notig ist. Dasselbe natiiriich auch fiir die Darstellung der 
nicht velatinierenden Substanz aus der Neumanuschen a-Siture. 
Kir die Darstellung der gelatinierenden Substanz (die 
ich der Kiirze wegen vorliiutig als a-Siure bezeichne, um den 
Namen a-Siiure fiir die rohe Neumannsche Substanz zu be- 
wahren) wird also am besten die a-Siiure beniitzt. 25 ¢ der 
welche gut gereinigt ist und vor allem keine Biuret- 
und keine Chlorreaktion aufwerst, werden in  300— 400 cem 
Wasser vebracht und auf dem Wasserbade unter Umriihren 
ind Zusalz von klarer so lange gelinde 
erwirmt. bis sich alles aufgelost hat: die Menge von Baryt- 
wiasser mui man so berechnen, dab nach erfoleter AuflOsung 
die Reaktion der Losung neutral ist. Sollte dies nicht voll- 
stiindig der Fall sem. so neutratisiert man genau mit Essigsiiure. 
Nun versetzi man die heibe Losung mit einem nicht zu reich- 
lichen Uberschuf von festem Baryumacetat, wobei sofort eine 
Letzteres kommt vor, wenn bei der Darstellung der freien Siiure 
aus dem Natriumsalz die durch HCL erzeugte Fiillune nicht vollstiindiyg 
ausgewaschen wird. leh erwihne es nur darum, weil gewoOhnlich di 
neutrale Reaktion des Filtrats als Zeuenis eines vollendeten Auswaschen: 
vilt Tatsiichlich werden aber meistenteils die letzten Spuren von Koch- 
saly erst viel spiiter entfernt. wenn die Reaktion des Filtrats schon laing= 


saure mehr ist. 


‘eo 
| 


Uber Thymonucleinsiiure. 


starke Triibung entsteht, erhitzt noch etwa eine halbe Stunde 
auf dem Wasserbade unter Umriihren und dann zwolt 
Stunden bei gewohnlicher Temperatur stehen. Es scheidet sich 
dabei eine gelatinose Fallung ab, teils am Boden des Gefiibes, 
teils an der Obertliche der Fliissigkeit. Die klare Fliissigkeit 
wird abgegossen (eventuell durch ein Gaze- oder Tuchtilter), 
der Niederschlag mit) kaltem Wasser ausgewaschen und dann 
nochmils mit Wasser auf dem Wasserbade unter Umrihren 
erwirmt: dabei entsteht eine milchartige Fliissigkeit, welche 
nochmals in der beschriebenen Weise mit Baryumacetat be- 
handelt wird. Die ganze Operation wird zweckmiibig noch 
zum dritteumal wiederholt: die letzte) welehe schon 
aus reiner Substanz besteht, wird nun von Baryumacetat betreit, 
indem sie wieder auf dem Wasserbade durch Umriihren mit 
Wasser zu emer milchigen Fliissiekeit) eelost und diese nach 
dem Erkalten bis auf etwa 40° mit’ Methylalkohol eefallt wird. 
Der Niederschlag wird abliltriert, ein paarmal mit) Methyl- 
alkohol ausgewaschen, dann behuls lerchterer Reimigung noche 
mals warmem Wasser gelost, wieder mit) Methylalkohol 
eefillt, der Niederschlag abtiltriert und mit) Methylalkohol so 
lange ausgewaschen, bis eine stark cingedampfte und wieder 
mit wenig Wasser aufgenommene Probe vom keine 
Tribune mit Schwefelsiiure eibt. Zuletzt wird der Niederschlag 
mit Ather ausgewaschen und bei gewOhnlicher ‘Temperatur im 
Exsiccator aufbewahrt, 

Die vereinigten) Filtrate von den Baryumacetatfillungen 
kOnnen. da die Ausfillung keine vollstindige ist. noch eine 
nieht eanz unerhebliche Menge der a-Siture liefern. Zu dem 
Z7Zwecek werden die veremigten Filtvate mit) Alkohol ausgefiillt, 
der erhaltene Niederschlag Wasser aufgelost und der 
obigen Weise mit) Barvumacetat behandelt. 

Z7ur Darstellung der nicht gelatinierenden Saure werden 
25 ¢ der b-Siiure in neutrales Baryumsalz verwandelt und in 
der beschriebenen Weise mit Barvumacetat gefallt. Nach zwoll- 
stiindigem Stehen wird die klare Flissigkeit durch ein Papier- 
filter abtiltriert. das Filtrat mit Alkohol auseefillt, der Nieder- 


schlag com Wasser gelOst und nun das ganze 


» 
? 
ate 
2 
Sex 
wi! 


DIZ S. Kostytschew, 


Barvyumacetatverfahren so lange wiederholt, bis eine starke kon- 
zentricrte Losung von ~-nucleinsaurem Baryt bei dem Erhitzen 
mil Uberschuf von Baryumacetat und darauf folgendem zwiélf- 
stiindigen Stehen gar keine Féillung gibt. Ist das erreicht, so 
wird behufs totaler Reinigung zu der klaren Fliissigkeit so viel 
Methvlalkohol zugegeben, nur eine kleine Fallung entsteht. 
Dieselbe wird filtriert, das Filtrat mit) cinem Uberschul von 
Methylalkohol ausgefallt und der Niederschlag, wie bet der 
a-Siure angegeben, von Barvumacetat befreit. 


II. Eigenschaiten und Zusammensetzung der dargestellten 
Substanzen. 

Die erhaltenen Baryumsalze von beiden Siuren sind weibe, 
amorphe, stark hygroskopische Pulver: sie ziehen das 
Wasser sogar beim Aufbewahren im Exsiceator tiber Schwefel- 
siiure an, wodureh die Analysen, besonders die Wasserstotf 
bestimmungen, micht wenig erschwert werden. freien 
Siiuren (durch Behandlung mit salzsiiurehaltigem AlkKohol cus 
den Baryumsalzen dargestellt) sind in kaltem Wasser unloslich. 
Sie unterscheiden sich hauptsichlich dadurch, dab ein rein 
weibes, B dagegen cin rotliches Pulver ist: durch UbergieBen 
mit Wasser werden die Pulver in schleimige Massen verwandelt, 
wober B eine rote Férbung annimmt. Bei dauerndem 
Erhitzen viel Wasser wird diese rote Masse zuniichst 
schleimig und bildet dann eine rote Losung: beim Neutralisieren 
der sauren Losung verschwindet die rote Farbung sofort, 

Beide bilden lésliche Salze mit) Alkalien und 
lOsliche neutrale Salze alkalischen Erden: die basischen 
Salze derselben, ebenso wie alle Sulze der schweren Metalle, 
sind in’ Wasser unléshich. Der autfallendste Unterschied in den 
Reaktionen der beiden Siiuren besteht in dem Verhalten ihrer 
lOslichen) Salze den Chloriden und Acetaten alkalischer 
Krden, welche ebenso wie Baryumacetat) gelatindse Fallungen 
der a-nucleinsauren Salze hervorrufen. Man koénnte also die 
Trennune der beiden Situren durch verschiedene Reagentien 
bewirken: doch erwies sich die Anwendung von Baryumaectat 
als das bequemste Verfahren. 


LE 
pee 
4 
> 
| 
: 
i 


Uber Thymonueleinsiiure. Dd! 
Die Gelatinierung der nucleinsauren Salze erfolet ino stark 
konzentnierten Losungen allmiihlieh auch ohne Zusatz von 
krystalloiden Salzen: verdiinnte Losungen, welche an sich noch 
keine Neigung zur Erstarrung zeigen, werden durch Zusatz von 
krystalloiden loslichen Salzen sofort in eine Gallerte verwandelt, 
Ich habe die Wirkune folgender Salze untersucht und zwar 
mit folgendem Ergebnis : 


a-nucleinsaures Natron. 


Die Losung erstarrt zu einer Gallerte auf Zusatz von: 

Na,CO,, NaCl, Na,SO,, Na,HPO,, NaC,H,0,, (NH,),S0,, 
MgsSO,, KNOs. 

Gelatinése Fallung erfolet auf Zusatz von: 

CaCl,, SrCl,, Bacl,, (Zusatz von Spuren dieser 
Salze bewirkt gelatinOse Erstarrung der ganzen Fliissigkeit. | 


I. a-nucleinsaures Baryum. 


Die Losung erstarrt zu einer Gallerte!) auf Zusatz von : 
Na,CO,, Na,SO,, Na,HPO,, KNO,, (NH,),50,, MgSO,. 
Gelatinése Fiillune erfolet aul Zusatz von: 

NaCl, NaC,H,0,, NH,Cl, CaCl,, SrCl,, BaCl,, Ba 
(Zusatz von Spuren dieser Salze bewirkt gelatindse Erstarrung 
der ganzen Fliissigkeit. 

Aus dieser Zusammenstelling ist ersichtlich, dati in allen 
Fiillen, wo ein Chlorhydrat oder Acectat von alkalisechen Erden 
zugesetzt wurde oder sich durch Umwandlung bilden konnte, 
eine gelatinése Fiillung entsteht: in den tibrigen Fallen erstarrt 
die Fliissigkeit zu einer Gallerte. 

Eine ganz andere Wirkung wird durch Zusatz von freien 
Siiuren oder Alkalien hervorgerufen, indem dieselben nicht nur 
keine Erstarrung bewirken, sondern auch die schon gebildete 
Gallerte wieder verfliissigen. Die Wirkung von freien Mineral- 
situren liBt sich aber nicht bequem beobachten, weil die dabei 
entstehende Fiillung das Resultat verdunkelt: die Wirkung der 

') Bei Zusatz der Sulfate bildet sich gleichzeitig eine Féllung 
von BasSO,. 


Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. NAXIN. 3d 
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issigsiture liibt sich besser verfolgen: zur Erliiuterung desselben 
moge folgender Versuch angefihrt werden: Eine konzentrierte 
Losung von frisch dargestelltem a-nucleinsaurem Natron wurde 
nach Zusatz eines Tropfens von Kaliumnitratl6sung in zwei gleiche 
Mengen geteilt. welche nach dem Erkalten gelatinierten. Eine 
Portion wurde nun mit 1 cem Essigsiiure, die andere 
mit 3 cem Wasser versetzt.  Wiihrend das Wasser keine 
Anderung der Gelatine hervorrief, wurde die mit) Essigsiiure 
versetzte Portion schnell und vollstiindig verfliissigt:  sobald 
aber die erhaltene Losung mit Natronlauge neutralisiert wurde, 
stellte sich die Gelatine wieder her. 

Ebenso geniigt zum Aufheben der Gelatinierung ein kurz- 
dauerndes Kochen auf freier Flamme: ber ktirzerem Erhitzen 
bildet) sich die anfangs geloste Gallerte nach einigem Stehen 
jauch in geschlossenen Gefaiben) wieder. zuriick. 

Meine weiteren Untersuchungen sollen dazu dienen. auf 
Grund der prozentischen Zusammensetzung das Verhiltnis beider 
Situren zu festzustellen. 

Wiihrend die Uniersuchungen tiber die Spaltungsprodukte 
der Nucleinsduren, wie sie von Wossel und seinen Schitlern 
ausgeftihrt sind. sehr wichtige Ergebnisse tiber die Beziehungen 
der Nucleinsiiure zu andern chemischen Produkten des tierischen 
Organismus gehefert haben und eime grobe Zahl neuer Arbeiten 
tiber bedeutungsvolle physiologische Vorginge, z. B. tiber die 
stehung der Harnsiiture aus Nucleinstoffen angeregt haben, 
kounten die Forschungen tiber die prozentische Zusammen- 
setzune der Nuclemsiiure bisher keine sicheren Resultate und 
keine neuen Gesichtspunkte fiir die chemische oder physio- 
lovische Charakterisierung dieser Stoffe darbieten. Die Schwierig- 
keit’ dieser Untersuchungen beruht darauf, da es sich bei der 
Nucleinsiiure um Atomkomplexe handelt, welche einerseits 
andere in den Geweben vorhandene Atome oder Gruppen an 
sich ketten und andererseits lockere, leicht zerst6rbare Bindungen 
In ihrem eigenen Gefiige enthalten, 

Zuerst publizierte Miescher?) Analysen der Nucleinsiure 


1 Verhandlungen der Basler naturforsch. Gesellschaft, Bd. 6. 
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des Lachsspermas. Die betreffende Substanz wurde mit Hilfe 
einer komplizierten Methode dargestellt. beziiglich deren auf 
das Original verwiesen werden besondere Riicksicht 
wurde darauf genommen, dab withrend der Darstellune die 
Temperatur so medrig als moglich war. Die sehr zahlreichen 
vom Verfasser ausgefiihrten Analysen lieben ihn fiir die 
Nucleinsiure aus Lachssperma die Forme!  be- 
rechnen, withrend spiitere von Schmiedeberg  publizierte 
Analysen Miescherscher Priiparate die Formel 
wahrscheinlicher machten.!) Die weiteren Untersuchungen von 
Schmiedeberg?) fiihrten aber dann zu einer dritten Formel 
Cyoll. die beziiglich des Sauerstoffechalts etwas von den 
bisherigen abweicht. Als Erkiirung nahm Schmiede- 
berg an, die von Miesecher dargestellten  Priiparate 
natriumbhaliig gewesen sind. Die gleiche Formel elaubt 
lant’; auch der von ihm aus Thymus dargestellten Nuaclein- 
siure zu erteilen za omiissen. Die Berechnung bietet freilich 
noch manche Unsicherheit, denn die von Schimiedebers und 
von Llerlant angewandte Darstellungsmethode der Nucleinsiiure 
ist unbedinet zuverliissige; die von den Verfassern ana- 
lysterten Praparate waren immer, trotz sorgfilliger Behandlung, 
Gemische von mindestens zwei Kupferverbindungen. vielfach 
auch durch Nucleinbasen, oder durch biuretreagierende Stolle 
verunreiniet Die von Schimiedeberge und von lerlant 
mitgeteiiten Analysen konnen also noch keine Sicherheit be- 
treffs der Zusammensetzung der Nucleinsiiure bieten, 

Fiir die Analyse der von mir nach der oben beschrie- 
benen Methode dargestellten Substanzen habe folwendes 
Verfahren angewandt. Die beiden Nucleinsiiuren werden als 
Baryumsalze analvsiert: in diesem Falle ist die) Moelichkeit 
eines Gemisches des neutralen und basischem Salzes. wegen 
der schweren Lésliehkeit von letzterem., wenger zu befiirchten. 
Die fiir die Analysen bestimmiten Priiparate wurden tm Vacuum 


Miescher, Phvysiologisch-chemische Inter uchungen ther die 
Lachsmilch. Archiv f. expertmentelle Pathol. ue. Pharrakeol., Bd. 37, 5. 50. 
*) Archiv f. experimentell. Path. ue. Pharmakol., Bd. 43. 57. 
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liber Schweflelsiiure ber 100° getrocknet: dabei tritt keine be- 
merkbare Verdnderung der Priiparate ein und die Sehwefelsiiure 
lin Apparat bleibt vollstiindig klar. Bet Anwendung von anderen 
Trockenmethoden ist ein konstantes Gewicht nicht sehr leicht 
zuerreichen. die) Baryum- und Phosphorbestimmungen 
wurden die Substanzen Soda und Salpeter verascht; die 
wellere Behandlung geschah nach den tiblichen  gewichts- 
anaiytischen) Methoden, Die Stickstolfbestimmungen wurden 
volumetrisch ausgelthrt: fiir die und Wasserstoff- 
bestituintingen wurden die Substauzen im Sehiffchen mit feinem 
Kupleroxvd gemischt, Die Analysen creaben folgende Resultate: 


a-Siture 


O.1706 Subsianz ergaben O1965 ¢ CO, und 0,0702 ¢ H,O d. i. 
$1.41 H == £66 

2. OP800 ¢ Substanz gaben 0.2068 ¢ CO, und 0.0738 ¢ H,O d. i. 

3. O2706 ¢ Substanz gaben 30-4 com N bei 20° und 754 mm d. i. 
N 


4. 0.2390 ¢ Substanz gaben 26.6 cem N bei 18° und 757 mm d. i. 


¢ Substanz gaben 0.1428 ¢ baSO, und 0.1541 ¢ Mg,P,0, 
e Substanz gaben BasO, und 0.1217 Mg,P,O- 


d. i. Ba 17.00°'0o, P 


Aus diesen Zahlen sich folgende Forme! berechnen: 
Ra 
Ba 


berechnet: Gefunden im Mittel: 
Baa 17,46%/9 Ba = 17,47°/o 
N : 12.49%/o N= 0 


Hiernach sich folgende Formel als Ausdruck der 
Analysen fiir die freie Siiure aufstellen: 


2. B-Siure. 


1. O4150 ¢ Substanz gaben O.4221 ¢ CO, und 0.0428 ¢ d. 1. 
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2. 0.1221 Substanz gaben 0.1505 ¢ CO, und 0.0436 


3. 0.2656 ¢ Subsianz gaben 23.2 com N bet 19° und 758 mm d.t. 


4. & Substanz gaben cem N bei 1828 und 760 mm 
N = 10 17 

0.0060 g Substanz gaben OL910 g BasO, und ¢ Mz 
d. t. Ba = 22.19%, P= 


Substanz gaben QA734 ¢ Bas 


und ¢ Me 
Ba 22.44°/o, P == 845%. 


4 


Aus diesen Zahlen sich foleende Forinel berechnes 


43-6 <2 10 
Berechnet: Gefunden im Mittel: 
Ba = 22 Ba 
29 08% 29.05 9/0 
== 10:21 % N = 10.16°/o 
P= §835°/s 848 


Hiernach kann man foleende Formel fiir die treie Sidure 


aufstellen: 

Wenn diese Analysen auch nicht ausreichen, um die Formeln 
sicher festzustellen, so ergibt sich doeh aus ihnen folgendes: 

Ine beiden Nucleinsiituren sind nicht isomer: und zwar 
ist die a-Siiure. stickstoffreicher und phosphorirmer als die 
sdure 6B: es liegt deswegen die Annahme nahe, ber der 
Umwandlung der a-Siiure in die B-Siiure eine Abspaltung der 
Nucleinbasen stattgefunden hat. Um hiertiber eme Gewibheit 
zu erlangen, nahm ich eine quantitative Spaltune der beiden 
Substanzen vor. 

Ouantitative Bestimmungen der Nucleinbasen in Nuelemen 
und den Nuecleimsiiuren sind seit den ersten Beobachtungen 
Kossels iiber die Abspaltung der Nucleinbasen melrtach versucht 
worden. Z. B. erhitzte Schmiedeberg!) das Kupfersalz der 
Nucleinsiure mit Salzsiiure, dampfte die Losung wiederholt) zur 
Trockne ein und nahm mit Salzsiiure auf, um die braunen., 
humusartigen Zersetzunesprodukte zu entfernen. Die filtrierte 


' Schmiedebergs, |. ¢. 


N = 10.15%. 
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Losung wurde dann mit ammoniakalischer SilberlOsung gefilllt und 
in tiblicher Weise verarbeitet. Herlant?) digerierte die Nuclein- 
siiure 2% Stunden mit T8°%/olger Salzsiiture bei 408 und sehied 
dann ebenfalls die Basen aus der Losung ab. 

Kinige Versuche mit diesen Methoden fiihrten mich jedoch 
zu unbetfricdigenden Resultaten. Ber Anwendung des ersteren Ver- 
fahrens sind die braunen Produkte listig und bei dem zweiten fehlt 
das Kriterium fiir die vollstiindige Abspaltung der Nucleinbasen., 

Viel bequemer und sicherer fiihrt eine Methode zum Ziel, 
welche mir vou Professor Kossel empfohlen wurde, niimlich 
die Spaltung durch Schwefeisiiure unter Zusatz von Quecksilber- 
sulfat. wober sich die abgespaltenen Nucleinbasen zum erobten 
Teil ausscheiden, Ste wurde folgendermaben ausgelihrt: 

oe des Barytsalzes der betreffenden Nucleinsiiure werden 
In einem Rundkolben mit} 50 cem fO°%/otger Schwefelsiure und 
Ouecksilbersulfat beschickt und auf dem Wasserbade mit 
2 Stunden unter zeitweiligem Umschiitteln erhitzt, 
wonach die Elitssigkeit mit) dem eebildeten Niedersehlage in 
ein geritumiges Bechergslas oder eine Porzelianschale vegossen 
und omit der vierfachen Menge von Wasser verdiinnt wird. 
Wenn sich dabei die Fliissigkeit stark trabt, wird sie auf dem 
Wasserbade so lange erhitzt, bis sich eine schwere Faliung zu 
Boden vescetzt hat. Nach eimigem Stehen wird der Nieder- 
schilag abeesaugt, Wasser griindlich ausgewaschen, dann 
in Wasser vertoit und mit Schwefelwasserstoll zerlegt. Mean 
liltriert von Schwefelquecksilber und Baryumsulfat ab, wiascht 
den Niederscliag mehrmals mit heibem Wasser aus, befreit 
die vereinigten Filtrate und Waschwasser durch Eindunsten 
vom) versetzl nun die heibe Losung mit 
UberschuB von Ammoniak und fiillt mit) ammoniakalischer 
Siberlosung aus, 

Da mir leider die Gelegenheit za einer eingehenden Unter- 
suchung mfolge iiuberer Umstinde versagt war, mubte ich mich 
damit: begnitgen, die erhaltenen Silberniederschliige nach dem 
volligen) Auswaschen und darauffolgenden Trocknen bis zum 
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konstanten Gewicht zu wiigen: dab aber die Methode auch eine 
genauere Untersuchung, eventuell eine quantitative Bestimmung 
von Adenin und Guanin ermodelicht, darf wohl kaum einem 
Zweifel unterlegen. Denn bet Beachtung obiger Regeln ist 
die Ausscheidung von Nucleinbasen, wie auch durch Vor- 
versuche bewiesen wurde, ganz vollstiindig: das Filtrat) vom 
Quecksilbermiederschlage gibt) nach dem Einengen und nach 
wiederholtem Zusatz von Quecksilbersulfat keine Fiillung mehr: 
auch @ibt das Filtrat, nachdem es durch Schwefelwasserstoff 
vom Quecksilber betfreit ist, keime in iiberschiissigem Ammoniak 
unlosliche Silberfillung. Wenn man dagegen die vom Queck- 
silbermederschlage abfiltrierte Fliissigkeit) mit mehr Quecksilber 
versetzt und mehrere Tage ruhig stehen scheidet sich 
em Niederschlag aus, welcher aber aus anderen, 
durch ammoniakalische Silberl6sung nicht fillbaren Zersetzungs- 
produkten (Cytosin?) besteht. Es ist also vielleicht auch die 
Bestimmung von Cytosin durch das beschriebene Zerspaltungs- 
verfahren moglich. Die Untersuchungen mit Hilfe dieser Me- 
thode werden im hiesigen Institut: fortgesetzt. 

Auf die von mir untersuchten Substanzen angewandt, 
ergab dic obige Methode folgende Resultate: 

die Untersuchung dienten die nicht getrockneten 
Baryumsalze derselben Priiparate, welche fir die Elementar- 
analysen benutzt worden sind. 
u-Nucleinsiiure 3,000 mit 17.34°/0 Wassergehalt, entsprechend 

2,481 ¢g 
B-Nucleinsiiure 3,000 ¢ mit 16,1990 Wassergehalt, entsprechend 
2.51% 2 trockener Substanz. 
Von diesen Mengen mul zweckmiibig auch der baryum- 


~ 
trockener Substanz. 


eehalt abgezogen werden. Dann sind die abgewogenen Mengen 
der Nucleinsiiure folgende: 


Die aus diesen Mengen von Substanzen  dargesteliten 
Silberniederschliige der Nucleinbasen wegen nach dem ‘Trocknen : 
a 0.723 

B 0,221 
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Auf 1 der verbrauchten Substanzen berechnet. gestalten 
sich die Resultate folgendermaben: 
a-Nucleinsiiture: auf 1 ¢ Substanz 0.353 ¢ 
Silberniederschlag 
B-Nucleinsiiure: auf 1 Substanz ¢ 
Silberniederschlag. 
Es werden also bet der Uinwandlung der a-Siiure in die 
pB-Siiure zwei Drittel der Nucleinbasen abgespalten. 
Schlub mochte ich noch die Frage bertihren, ob 
man die unter verschiedenen Umestiinden vorkommende Ab- 


nahme der Celatinierungsfihigkert der Losungen von Salzen 
der a-Siture mit der Umwandlung derselben in die B-Siure 
ohne weiteres identifizieren kann. Naeh meiner Meinung wiirde 
das zuliissig sein, denn eimerseits hat sich herausgestellt, 


¢ 
diese Umwandlaune mit einem nicht unbetrichtlichen Abbau 
verkniipft ist, andererseits kann die Gelatinierung von Salzen 
der a-Siture durch ziemlich geringe Einwirkungen beeinfluBt 
sein. Besonders wiehtig scheint mir in dieser Hinsicht der 


Umistand, dab die zeitweilig verfliissigle Gelatine in gewissen 
Killen, unter Beseitigune des die Gelatinierung st6renden Agens 
wieder hergestelll wird. 
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